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La pathologie de la fibrose kystique (FK) est causée par des mutations dans le gène codant pour 
le canal CFTR. La mutation la plus commune est la délétion du résidu Phe508 (¨F508), qui entraîne 
un mauvais repliement et la dégradation de la protéine mutée. Ainsi, l’absence du CFTR cause un 
dysfonctionnement du transport ionique et liquidien qui altère le phénomène de clairance 
mucociliaire. Il en résulte une accumulation de mucus visqueux obstruant les voies aériennes 
favorisant une colonisation bactérienne, spécialement par P. aeruginosa, et une inflammation 
chronique. Ces phénomènes entraînent des lésions épithéliales et un remodelage des voies aériennes. 
Selon nos analyses ultrastructurales de poumons issus de patients FK au moment de la 
transplantation, certaines zones de l’épithélium FK montrait des signes de d’initiation des processus 
de réparation. Malgré cela, un dommage épithélial progressif est observé chez les patients FK et il 
apparaît évident que les processus de réparation sont insuffisants pour permettre le rétablissement de 
l’intégrité épithéliale. 
Le principal objectif de mon étude était d’étudier le rôle du CFTR dans les mécanismes de 
réparation de l’épithélium FK et de déterminer l’impact de la correction du CFTR sur la réparation 
épithéliale et ce, en condition aseptique et en présence d’infection. Mes travaux montrent que 
l’épithélium des voies aériennes FK présente un défaut de réparation, associé, du moins en partie, à 
l’absence d’un CFTR fonctionnel. De plus, nous avons démontré pour la première fois que 
l’application du correcteur du CFTR VRT-325 permettait, non seulement, la maturation du CFTR, 
mais également une amélioration de la capacité des monocouches de cellules des voies aériennes FK 
à se réparer. D’autre part, nous avons montré que la présence du filtrat bactérien de P. aeruginosa 
(PsaDM) altérait non seulement l’expression et la fonction du CFTR, mais également les processus de 
réparation épithéliale. Enfin, nos résultats montrent que l’infection affecte la maturation du CFTR 
induite par le VRT-325 et diminue les effets bénéfiques du VRT-325 sur la réparation épithéliale.  
Mes travaux permettent de mieux comprendre le rôle du CFTR dans les processus de réparation 
de l’épithélium FK et de proposer une nouvelle approche thérapeutique visant à promouvoir la 
régénération épithéliale chez les patients FK afin de tenter de stabiliser leur état, malgré l’effet 
délétère de la composante infectieuse. 
 






 The Cystic fibrosis (CF) pathology is caused by mutations of the gene coding for the 
CFTR channel. The most common mutation is the deletion of Phe508 (¨F508) causing protein 
misfolding and degradation. Thus, the absence of CFTR channel causes the dysfunction of ion and 
fluid transport that impairs mucociliary clearance resulting in mucus thickening and plugging in 
the airways. These conditions then favor P. aeruginosa bacterial colonisation and inflammation in 
the airways, which contribute to airway damage and remodeling. Ultrstructural analysis of 
bronchial sections of lungs collected from CF patients at the time of transplantation showed some 
area with signs of ongoing epithelial repair. However, a progressive epithelial damage is still 
observed in CF patients and it appears that the repair process is insufficient to restore epithelial 
integrity. 
 The main objective of my work was to study the role of CFTR in the CF repair processes 
and to explore the impact of CFTR correction on epithelial repair under pathogen-free condition as 
well as in the presence of infectious products. Our study showed that CF airway epithelium 
exhibits a repair defect, associated, at least in part, to the absence of a functional CFTR channel. 
Furthermore, we demonstrated for the first time that CFTR rescue with the CFTR corrector VRT-
325 significantly improved the wound-healing capacity of CF epithelial cell monolayers. Then, we 
showed that the presence of bacterial filtrate, more precisely P. aeruginosa diffusible material 
(PsaDM), not only alter CFTR function and expression, but also impaired epithelial repair 
processes. Finally, our results suggested that infection has a deleterious impact on CFTR rescue, 
and affected the beneficial effect on epithelial repair processes induced by VRT-325. 
 My work allows to better understand the role of CFTR in the CF epithelial repair 
mechanisms and to propose new therapeutic strategies to promote epithelial regeneration in CF 
patients in attempt to stabilize their condition, despite the deleterious impact of infection. 
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Chapitre 1 – Introduction  
1.1) Maladie de la fibrose kystique, généralités 
 La fibrose kystique (FK) est une maladie autosomale récessive, causée par la mutation 
du gène codant pour le canal Cl- CFTR (Cystic fibrosis transmembrane conductance 
regulator)(1;2). La FK est la maladie génétique la plus répandue dans la population 
caucasienne. En effet, selon les données de la fondation Fibrose Kystique Canada, son 
incidence au pays est de 1 cas sur 3600. Toutefois, l’incidence de la maladie varie en fonction 
de la région géographique. Par exemple, les statistiques recueillies par l’Organisation 
Mondiale de la Santé indiquent que dans les pays d’Europe, l’incidence de la maladie est de 1 
cas sur 2500, alors qu’en Asie, les cas reportés sont très rares.  
 La FK a été décrite par le pédiatre suisse Dr Guido Fanconi pour la première fois en 
1936 (3). En 1983, l’équipe du Dr Quinton a découvert que les canaux sudoripares de patients 
FK montraient une perméabilité anormalement basse aux ions chlorures (Cl-) 
comparativement à ceux issus de patients sains (4). Cependant, ce n’est qu’en 1989 que le 
gène cftr, associé à la pathologie, a été cloné pour la première fois par Riordan et al. (5).   
 
 La pathologie de la FK peut affecter plusieurs organes. En effet, les manifestations 
cliniques les plus fréquentes sont : l’atteinte pulmonaire, la déficience pancréatique, 
l’obstruction intestinale distale, l’infertilité masculine et une augmentation de la teneur en sel 
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de la sueur. Cependant, la défaillance respiratoire demeure la majeure cause de morbidité et de 
mortalité chez les patients FK (voir revues (6-8)) 
  La FK est causée par une dysfonction du transport ionique et liquidien au niveau des 
épithélia et des glandes exocrines. Ce phénomène mène alors à la déshydratation de la couche 
de mucus, la rendant plus épaisse et visqueuse. Son accumulation au niveau de l’épithélium va 
progressivement causer des obstructions dans les voies aériennes, l’intestin grêle, les conduits 
du pancréas, du système reproducteur et des glandes sudoripares (voir Figure 1) (9;10). 
 
1.1.1) Le canal CFTR  
1.1.1.1) Localisation et fonctions du canal CFTR 
 Le canal CFTR se retrouve au pôle apical des cellules épithéliales au  niveau des voies 
aériennes, dans les alvéoles, mais aussi dans les cellules séreuses des glandes sous-muqueuses 
(11-13). Le canal CFTR joue un rôle crucial pour le développement des tissus pulmonaires 
durant la gestation (12) et tout au long de la vie adulte en contrôlant le volume de liquide de 
surface (ASL) au niveau des voies aériennes, qui est constitué du liquide périciliaire (PCL) et 
d’une couche de mucus (14-18) (voir section 1.3.1.1). Il participe également à la régulation de 
la clairance alvéolaire (19;20). Dans les glandes sous-muqueuses des voies aériennes, il a été 
suggéré que le canal CFTR était capable de transporter du HCO3- en plus du Cl- et de jouer un 
rôle important pour la sécrétion de liquide afin d’humidifier le mucus sécrété par ces cellules 
(21;22). Le CFTR, également exprimé à la membrane d’organelles, telles que les lysosomes et 
l’appareil de Golgi, est aussi capable de réguler le pH en rétablissant la neutralité électrique 
durant le processus d’acidification de celles-ci, phénomène important pour plusieurs réactions 
biochimiques (23). Un rôle dans la modulation de certains processus d’endocytose et 
d’exocytose, ainsi que de régulateur de l’expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires 
lui a également été attribué (24). 
 Il a été suggéré que le CFTR joue aussi un rôle de régulateur de plusieurs mécanismes 
de transport, tels que le canal Cl- à rectification sortante ORCC (23;25), les aquaporines (26), 
les canaux K+ (27;28), l’échangeur Cl-/HCO3- (26;29) ainsi que le canal Na+ ENaC (26;30). La 
relation la plus étudiée est celle entre ENaC et CFTR, mais leur mécanisme d’interaction 
fonctionnelle demeure, à ce jour, toujours controversée. En effet, certaines études indiquent 
que l’absence de CFTR causerait une hyperabsorption de Na+ (17;23;30),  alors que dans 
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d’autres modèles, aucune régulation négative d’ENaC par CFTR ne semble exister (1). Il est 
probable que les mécanismes de régulation des transports ioniques puissent se faire via des 
variations du gradient électrochimique suite aux changements de fonction du canal CFTR. 
 Ainsi, le canal CFTR assure un rôle indispensable dans le maintien du transport 
ionique et de l’hydratation de l’ASL au niveau de l’épithélium des voies aériennes (voir 
Figure 2). La pathologie de la FK, dans laquelle le CFTR est absent ou dysfonctionnel dans 
plusieurs tissus et organes, ne fait que confirmer l’importance du transport ionique médié par 
celui-ci (voir section 1.3.1.1).  
 
1.1.1.2) Structure du canal CFTR 
 Le CFTR a été identifié à l’aide d’un clonage positionnel en 1989 (5). Le gène du canal 
Cl- CFTR, situé sur le chromosome 7q31.2, est constitué de 27 exons et code pour une 
protéine de 1 480 acides aminés. Le canal CFTR fait partie de la famille des transporteurs 
ABC (ATP binding cassette), connus pour permettre le transport d’un large éventail de 
molécules à travers la membrane cellulaire grâce à l’hydrolyse de l’ATP (31;32). De par son 
homologie avec les protéines de la famille ABC, il a d’abord été proposé que le CFTR soit une 
protéine régulatrice qui, via des interactions protéiques, modulait le courant Cl- activé par 
l’AMPc dans les cellules épithéliales (33). Par de nombreuses expériences d’expression dans 
des systèmes hétérologues et de mutagenèse dirigée, il a été démontré, quelques années plus 
tard, que le CFTR était le canal responsable du courant Cl- dépendant de l’AMPc et qu’il était 
dysfonctionnel dans la pathologie de la FK (33-36). 
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 La protéine CFTR se compose de 2 domaines transmembranaires (MSD, membrane-
spanning domain), de 2 domaines de liaison des nucléotides (NBD, nucleotide binding 
domain) et d’un domaine régulateur (domaine R). L’arrangement séquentiel des domaines 
transmembranaires est MSD1 - NBD1 - domaine R - NBD2 - MSD2 et tous les domaines 
transmembranaires sont reliés par des boucles extra- et intracellulaires. Les extrémités N-
terminale et C-terminale du canal sont intracytoplasmiques (voir Figure 3) (9;37). Chacun des 
MSD est composé de six hélices amphipathiques transmembranaires (TM)  (32;38;39) et il 
semblerait que les TM1, TM5, TM6, TM11 et TM12 entrent dans la formation du pore 
(31;33). Les NBD sont des domaines hydrophiles et leur dimérisation en un complexe de tête-
à-queue est stabilisée par des ponts hydrogènes entre le motif Walker du NBD1 et  la séquence 
LSHGH du NBD2, et entre la séquence LSGGQ du NBD1 et le motif Walker du NBD2. Ces 
interactions forment deux sites de liaisons à l’ATP, l’un d’eux étant dit stable (site I : liaison 
d’ATP, sans hydrolyse), alors que l’autre est dit instable (site II : liaison d’ATP, avec 
hydrolyse) (32;40;41). Le domaine R, composé d’une grande proportion de résidus polaires, 
possède plusieurs sites consensus de phosphorylation par les kinases PKA et PKC 
(30;31;33;42). 
 Les mécanismes d’ouverture et de fermeture du canal ne sont pas encore tout à fait 
élucidés. Il semble toutefois de plus en plus évident que les mécanismes d’ouverture et de 
fermeture du canal dépendent de la liaison d’ATP (aux sites I et II) et de son hydrolyse au site 
II, ce qui en fait un canal ligand-dépendant (ligand gated channel) (43). À l’état inactif du 
canal, le domaine R interagirait avec les NBD empêchant ainsi leur interaction. Suite à la 
phosphorylation du domaine R, ces interactions s’affaibliraient pour permettre la dimérisation 
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des NBD en complexe de tête-à-queue et la liaison de l’ATP. Toutefois, il n’est pas encore 
clair si l’hydrolyse de l’ATP favorise l’ouverture et/ou la fermeture du canal. Il a été suggéré 
que l’extrémité N-terminale du CFTR interagirait avec le domaine R phosphorylé et 
stabiliserait l’interaction entre les NBD ainsi que l’état ouvert du canal (44). En interagissant 
avec des protéines, comme la PP2A, l’AMPK et/ou des protéines à domaine PDZ (ex. : 
NHERF et CAL), l’extrémité C-terminale serait également capable de moduler le mécanisme 
d’ouverture et de fermeture du canal (45).  
 Le CFTR se distingue des autres membres de la famille des transporteurs ABC, 
puisqu’il est bien un canal et non pas un transporteur, qu’il possède un domaine régulateur et 
ne dépend pas seulement de l’énergie de l’hydrolyse d’ATP pour fonctionner. En fait, le 
domaine NBD2 du CFTR posséderait une fonction ATPase, mais également une fonction 
d’adénylate kinase, qui limiterait ainsi la consommation d’ATP du CFTR. En effet, cette 
fonction enzymatique favorise la production rapide d’ATP en cas d’excès d’AMP et d’ADP 
ou en cas de besoin d’énergie intense (46).  
 
1.1.1.3) Régulation du canal CFTR 
 De nombreux mécanismes sont impliqués dans la régulation de l’expression et de 
l’activité du canal CFTR. D’une part, la régulation de l’expression de CFTR peut se faire au 
niveau de l’adressage de la protéine à la membrane. En effet, l’extrémité N-terminale du canal 
serait capable d’interagir avec la protéine SYN8, qui est impliquée dans l’inhibition du 
processus d’exocytose, et avec la protéine CAL dans le recyclage du canal au complexe de 
dégradation lysosomale (45). D’autre part, il a été montré que l’interaction entre l’extrémité C-
terminale et des protéines à domaines PDZ, telles que le complexe ezrin-NHERF1-actine, 
faciliterait l’exocytose de CFTR. Enfin, il semblerait que la dimérisation du CFTR induite par 
la PKA pourrait réduire son recyclage à la membrane (45). Pour ce qui est de la régulation de 
l’activité du canal CFTR, elle peut avoir lieu par l’intermédiaire des nucléotides triphosphates 
extracellulaires nécessaires aux mécanismes d’ouverture et de fermeture du canal. Elle peut se 
faire aussi via son interaction avec d’autres protéines pour favoriser la stabilisation de son état 
ouvert /fermé, via l’activité de la PKA stimulant sa conductance, ou alors via une 






1.1.2) Classes de mutations 
 Dans la pathologie de la FK, l’atteinte de la protéine varie selon le type de mutation. 
Des mutations sur toute la longueur du gène cftr ont été recensées et, à ce jour, près de 2000 
différentes mutations ont été répertoriées. Celles-ci ont été regroupées en différentes classes de 
mutations selon leur impact sur la structure de la protéine ou sur l’activité du canal (voir 
Figure 4) (24;37). La mutation la plus fréquente chez les patients FK, qui constitue environ 75 
% des cas, est la délétion du résidu Phe508 (¨F508). Les mutations les plus communes après 
¨F508 sont G542X, G551D, N1303K et W1282X avec des fréquences à peine plus élevées 
que 1% (9;37). 
 
1.1.2.1) Mutations de classe I  
 La première classe regroupe les mutations entraînant des problèmes de biosynthèse du 
CFTR. Les différents types de mutations sont : 1) les mutations qui causent un décalage du 
cadre de lecture menant à la synthèse d’un autre peptide, 2) les mutations au niveau du 
promoteur du gène qui réduisent l’efficacité de la transcription, 3) les mutations faux-sens qui 
causent le remplacement d’un nucléotide par un autre, ainsi que 4) les  mutations non-sens qui 
changent un nucléotide d’un codon en le transformant en codon stop, ce qui engendre l’arrêt 
prématuré de la transcription. En effet, la majeure partie de ces  mutations va affecter l’étape 
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de transcription, donnant lieu à des protéines tronquées ou une absence totale de la protéine 
(9;28;48-50). 
 
1.1.2.2) Mutations de classe II 
 Les mutations affectant la maturation des protéines se retrouvent dans cette classe. La 
mutation ¨F508 est plus étudiée, parce que c’est la mutation la plus fréquente chez les patients 
FK. De nombreuses études ont démontré que la protéine CFTR-¨F508 serait retenue dans le 
réticulum endoplasmique puis dégradée, au lieu de se rendre à l’appareil de Golgi pour être 
glycosylée; elle n’atteindrait ainsi jamais la membrane cellulaire (32;39). La localisation de 
cette mutation sur le NBD1 entraînerait le mauvais repliement du canal et donc, une 
déstabilisation globale de la structure quaternaire de la protéine (32;39) (voir Figure 5). 
Durant le processus de repliement, cette mutation altèrerait les interactions entre le NBD1 et 
les autres domaines. Plus précisément, l’interaction entre le NBD1 et le MSD1, essentielle à la 
stabilité de la protéine, serait d’abord altérée, ce qui affecterait l’assemblage entre le MSD1 et 
MSD2, causant ainsi l’interruption de la traduction des autres domaines du canal 
(32;39;51;52). La protéine mutée, incomplète et mal repliée serait reconnue par les 
chaperonnes impliquées dans le contrôle de qualité. La protéine CFTR serait ainsi redirigée 
vers le complexe lysosomal, où elle serait dégradée (53;54). Durant le processus de contrôle 
de qualité, le CFTR muté serait visé par différentes ubiquitines ligases qui le marqueraient 
pour le diriger vers une dégradation co- ou post-traductionnelle (55). Tous ces phénomènes 
8 
 
entraîneraient donc une absence de canal CFTR à la membrane cellulaire, ce qui cause un 
phénotype sévère de la maladie. 
 
1.1.2.3) Mutations de classe III 
 Les mutations de la troisième classe se retrouvent au niveau des NBD et affectent les 
mécanismes d’ouverture et de fermeture du canal ainsi que sa régulation. La mutation la plus 
connue de cette classe est la mutation G551D (7). Avec ce type de mutation, la liaison de 
l’ATP et son hydrolyse seraient toutes les deux réduites. Ainsi, il semblerait que le canal soit 
capable de se rendre à la membrane apicale, mais il serait non-fonctionnel et ne répondrait 
plus à la stimulation à l’AMPc (9;28;48-50). 
 
1.1.2.4) Mutations de classe IV 
 La classe IV regroupe les mutations affectant les segments impliqués dans la formation 
du pore du canal. Les mutations R117H, R334W et R347P entraînent ainsi une diminution de 
la conductance unitaire. Dans cette classe, sont également inclues certaines mutations au 
niveau du domaine R qui peuvent aussi affecter la conductance du canal. Ce type de mutations 
entraînerait un phénotype moins sévère puisqu’un faible courant Cl- résiduel pourrait être 
suffisant pour rétablir partiellement l’homéostasie de l’épithélium des voies aériennes 
(9;28;48-50). 
 
1.1.2.5) Mutations de classe V  
Les mutations entraînant un processus d’épissage aberrant ou alternatif de l’ARNm se 
retrouvent dans cette classe. Comme dans le cas de l’épissage de l’exon 9, les protéines 
résultantes sont instables et le nombre de protéines complètes à la membrane est grandement 
réduit (9;37). Dans ce cas-ci, grâce à la présence partielle de CFTR à la membrane, le 
phénotype s’avère moins sévère. 
 
1.1.2.6) Mutations de classe VI  
La sixième classe implique un type de mutation qui se retrouverait à l’extrémité C-
terminale de la protéine et causerait sa troncation, affectant ainsi la stabilité du canal CFTR. 
En fait, il semblerait que l’absence de la queue C-terminale n’affecterait ni la structure, ni le 
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repliement, ni même la maturation du peptide puisqu’une activité du canal peut être mesurée. 
Toutefois, l’extrémité C-terminale se montre importante pour la stabilité de la protéine, 
puisque des mutations dans cette partie entraînent une baisse dramatique du nombre de canaux 
à la membrane. Ainsi, la demi-vie du CFTR tronqué serait raccourcie de 5 à 6 fois par rapport 
à un canal normal (9;37). 
 
1.2) La relation génotype-phénotype  
 L’absence ou la dysfonction du canal peut entraîner des atteintes sur différents organes 
dont le pancréas, le système reproducteur, les glandes sudoripares, l’intestin grêle et les 
poumons. La prédiction des phénotypes en accord avec la classe de mutation n’est que 
théorique. Par exemple, il a déjà été rapporté que des membres d’une même famille portant les 
mêmes mutations pouvaient développer des phénotypes plus ou moins sévères. De plus, 
d’autres facteurs génétiques et/ou environnementaux pourraient également affecter le 
phénotype du patient  (9;26;50). 
 De façon générale, les patients homozygotes pour les classes I à III sont plus sujets à 
souffrir de l’iléus méconial à la naissance, alors que près de 85% des patients FK avec ces 
classes de mutations vont développer au cours de leur vie une insuffisance pancréatique et 
hépatique, et ils vont souffrir de malnutrition causée par un problème de digestion et de 
malabsorption des nutriments. De plus, ces patients sont plus susceptibles de subir des 
exacerbations et voient alors leur fonction respiratoire se détériorer très rapidement. Dans le 
cas des patients touchés par les classes de mutations IV et V, ils souffrent souvent d’une 
atteinte respiratoire moins sévère et ne développent pas d’insuffisance pancréatique (50). De 
plus, près de 98% des patients masculins, quelque soit la classe de mutation, sont touchés par 
l’infertilité, causée par l’atrophie ou l’absence des canaux déférents. Enfin, pour ce qui est de 
l’atteinte des glandes sudoripares, qui entraîne une élévation de la concentration de sel dans la 
sueur, elle touche tous les patients FK peu importe le type de mutation (24;28;48). 
 
1.3) La pathologie respiratoire 
 La manifestation clinique la plus grave pour les patients FK est l’atteinte de la fonction 
respiratoire. Cependant, il ne semble pas exister de corrélation directe entre la classe de 
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mutation et la sévérité des symptômes de la maladie pulmonaire, qui peut être très variable 
même chez les patients FK portant les mêmes mutations (9).  
 
1.3.1) Dysfonctionnement du transport ionique et de la clairance mucociliaire 
1.3.1.1) Débalancement du transport ionique 
Un des rôles de l’épithélium des voies aériennes est le maintien de l’homéostasie des 
fluides recouvrant cet épithélium. En effet, une bonne régulation du transport ionique et 
liquidien au niveau des voies aériennes est cruciale à la physiologie du poumon (15). Ce 
phénomène implique une variété de canaux ioniques et de transporteurs, comme les canaux Cl- 
(dont le CFTR), le canal ENaC, la pompe Na+/K+-ATPase, le co-transporteur Na+-K+-2Cl- 
ainsi que les canaux K+. En effet, il a été démontré que les canaux K+, tels que le KvLQT1, le 
KATP et le KCa3.1, jouent des rôles importants dans le contrôle du transport transépithélial de 
Cl- (56-60). 
Au niveau des voies aériennes (voir Figure 2), les canaux Cl- activés par le calcium 
(Ca2+) ainsi que le canal CFTR sécrètent du Cl-, entraînant une sécrétion liquidienne en 
parallèle, qui permet l’hydratation de l’ASL. Une absorption de Na+ et de liquide se produit 
également grâce au canal ENaC à la membrane apicale et à la pompe Na+K+-ATPase du côté 
basolatéral. Les canaux K+ ainsi que le co-transporteur Na+-K+-2Cl- permettent le recyclage 
des ions K+ et Na+ à la membrane basolatérale. L’action collective de tous ces mécanismes de 
transport permet une fine régulation du volume du PCL et l’hydratation de la couche de 
mucus, assurant ainsi les conditions optimales à une bonne clairance mucociliaire (voir 
section 1.3.1.2) (17-19;26). 
Dans la pathologie de la FK, les mutations du gène cftr entraînent l’absence ou la 
dysfonction du canal Cl- CFTR. Ce phénomène cause alors un déséquilibre entre le transport 
de Na+ et de Cl- ainsi qu’une diminution de la sécrétion de liquide (voir Figure 6). Par 
conséquent, le PCL est grandement diminué et le dysfonctionnement de la clairance 
mucociliaire rend inefficace l’élimination du mucus épaissi et visqueux (17;61). De plus, il 
semblerait que l’absence ou la dysfonction du CFTR occasionnerait une dérégulation des 
différents mécanismes de transport au niveau de l’épithélium des voies aériennes. La sécrétion 
de fluide par les glandes sous-muqueuses dans les tissus bronchiques FK serait également 
diminuée (10;62-64). Il a aussi été proposé qu’une absorption accrue de Na+, concomitante à 
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la dysfonction de sécrétion de Cl- dans les cellules FK, contribuerait à la physiopathologie de 
la FK (1). Un modèle de souris surexprimant ENaC sembleraient développer des symptômes 
semblables à ceux observés en FK (64). Ainsi, l’altération des transports de Cl-, de Na+ et des 
fluides contribue à la déshydratation de l’ASL au niveau des voies aériennes (17-19;65).  
 
1.3.1.2) Volume périciliaire et clairance mucociliaire 
La clairance mucociliaire est un mécanisme de défense mécanique visant à éliminer les 
agents pathogènes et les poussières inhalés auxquels les voies respiratoires sont 
continuellement exposées. En effet, l’air respiré est filtré tout le long du système respiratoire et 
les polluants aériens sont emprisonnés dans la couche de mucus recouvrant les parois des 
voies aériennes. Grâce au battement ciliaire, le mucus contaminé est dirigé progressivement 
vers le pharynx où il sera avalé et ainsi éliminé (voir Figure 7) (16).  
L’efficacité de ce mécanisme de défense résulte d’une régulation fine du niveau de 
l’ASL au niveau des voies aériennes (14-16). La couche de mucus est composée, entre autres, 
des mucines MUC1, MUC4, MUC5A et MUC5B et contient différentes protéines, telles que 
les défensines, l’inhibiteur sécrétoire de la protéase leucocytaire, la lactoferrine, la 
lactoperoxidase ainsi que le lysozyme. Celles-ci lui confèrent ses propriétés antimicrobiennes, 
antiprotéasiques et antioxydantes (14). C’est ainsi que les agents infectieux sont non 




 Comme expliqué à la section précédente (section 1.3.1.1), chez les patients FK, la 
dysfonction du transport ionique, causée par les mutations du canal CFTR, entraîne une 
diminution du volume du PCL et la déshydratation de la couche de mucus. De plus, 
l’hyperplasie des cellules caliciformes cause une surproduction de mucines, ce qui amène une 
accumulation du mucus obstruant progressivement les voies aériennes (voir Figure 8) (65). 
De plus, chez certains patients FK, des anormalités au niveau de leurs cellules ciliées, 
probablement liées aux cycles d’infection, ont été rapportées et entraîneraient ainsi une 
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diminution de la fonction ciliaire (10). C’est ainsi que, d’abord, l’immobilité de mucus 
contaminé, puis son accumulation dans les voies aériennes et, enfin la création de zones 
hypoxiques sous ces plaques de mucus amèneraient l’établissement d’une infection chronique 
et d’une réponse inflammatoire exagérée qui cause graduellement la détérioration de 
l’intégrité épithéliale (65;66).  
 
1.3.2) Infection et Inflammation 
1.3.2.1) Incidence des pathogènes 
 Un des paramètres contribuant majoritairement à la pathogenèse pulmonaire de la FK 
est l’infection bactérienne chronique. Selon différentes études, il semblerait que les voies 
aériennes soient infectées de façon séquentielle par différents pathogènes au cours de la vie 
des patients FK (67). En effet, il a été montré qu’en bas âge, les patients étaient surtout 
infectés par S. aureus et H .influenzae. Par la suite, les patients se retrouvent souvent infectés 
par P. aeruginosa. Elle infecte 10 à 30% des enfants de 0 à 5 ans et 80% des patients FK 
adultes. Cependant, d’autres souches ont aussi été détectées chez les patients adultes, telles 
que B. cepecia, S. maltophilia, A. xylosoxidans et même des mycobactéries. Il a été démontré 
que les patients infectés de façon chronique avec P. aeruginosa étaient plus susceptibles aux 
infections par d’autres types de bactéries, incluant des bactéries moins communes, telles que 
P. apista, I. limosus, etc. (67-69). Enfin, au cours des dernières années, de plus en plus de cas 
de patients FK infectés par la souche de bactérie S. aureus résistant à la méthicilline (SARM) 
ont été rapportés. En effet, il a été montré qu’une infection chronique à SARM était associée à 
un déclin plus rapide de la fonction respiratoire et à un taux de mortalité plus élevé (7).  
 L’impact combiné de ces pathogènes demeure cependant encore mal compris. En effet, 
il a été suggéré que les infections précoces au S. aureus ou au H. influenzae pouvait affecter 
l’intégrité épithéliale et ainsi favoriser la colonisation par P. aeruginosa. Toutefois, certaines 
études ont montré qu’un traitement antibiotique continu pour contrer S. aureus pouvait 
augmenter la probabilité de contracter la bactérie P. aeruginosa (67). De plus, il semblerait 
que les infections à H. influenzae aggravent l’état des patients non-FK souffrant de 
bronchiectasie, mais ce virus ne semble pas participer à la détérioration de la condition 
clinique des patients FK (67). Les infections à P. aeruginosa demeureraient les plus critiques 
chez les patients FK. En effet, les infections chroniques à P. aeruginosa sont associées à un 
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profil inflammatoire plus important et à une augmentation d’environ 2.6 fois du taux de 
mortalité. Ainsi, plus l’infection survient tôt dans la vie du patient, plus l’état du patient se 
détériore rapidement (67;68). Ces études démontrent que la co-infection par différents 
pathogènes peut avoir des effets très complexes et pourrait affecter de façon différente la 
progression de la pathologie de la FK d’un patient à l’autre. 
 Le développement des infections chroniques est causé principalement par la 
persistance des pathogènes dans les voies aériennes. En effet, 25% des patients, qui ont été 
traités pour une infection avec une antibiothérapie agressive, se retrouvent éventuellement ré-
infectés par la même bactérie (68). D’une part, il se peut que les traitements n’aient pas 
totalement éradiqué la bactérie ciblée, ce qui peut engendrer un réservoir bactérien 
indétectable chez le patient. Ces bactéries peuvent ensuite infecter et coloniser à nouveau les 
voies aériennes, donnant ainsi lieu au développement d’une infection chronique. En effet, il a 
été suggéré que les sinus puissent constituer un réservoir à bactéries. D’autre part, la 
persistance de ces bactéries pourrait être aussi causée par une source environnementale 
récurrente (68).  
 L’environnement difficile du système respiratoire FK impose un stress sur les 
microorganismes qui y vivent. En effet, la combinaison des attaques du système immunitaire, 
le stress oxydatif causé par la réponse inflammatoire de l’hôte ainsi que la présence 
continuelle de différents antibiotiques obligent les pathogènes à s’adapter au cours de 
l’évolution de la pathologie. En effet, l’exposition constante au stress oxydatif et aux 
antibiotiques induit une augmentation importante du taux de mutations, phénomène appelé 
hypermutabilité. Ainsi, il semblerait que la mutation du gène mucA soit responsable de la 
conversion vers un phénotype mucoïde (68). Ce changement est associé à une diminution de la 
croissance bactérienne et de la motilité, un changement de l’enveloppe cellulaire, le 
développement d’une résistance aux antibiotiques et une augmentation de la production 
d’alginate. En fait, l’alginate protège les bactéries de la phagocytose par les neutrophiles et les 
macrophages. Leur transformation graduelle en biofilm assure leur persistance au sein des 






1.3.2.2) Le cercle vicieux d’infection et d’inflammation 
En condition normale, l’intrusion d’un agent pathogène ou d’une particule étrangère, 
qui est reconnu par les récepteurs membranaires PRR (pattern recognition receptor), induit un 
processus de phagocytose par les macrophages, les monocytes ainsi que les neutrophiles 
polynucléaires. Ce phénomène va alors activer différentes voies de signalisation, impliquées 
dans la survie cellulaire, la réparation épithéliale et bien sûr le déclenchement de la réponse 
inflammatoire (70-75).  
L’inflammation implique une cascade d’évènements qui commence d’abord par la 
vasodilatation et l’augmentation de la perméabilité vasculaire. Ce phénomène est induit par la 
libération d’histamines par les mastocytes, les basophiles et les plaquettes ainsi que par 
l’augmentation des molécules d’adhésion (VCAM-1, E-sélectines et ICAM-1). Les 
phagocytes sont recrutés au site d’infection et les facteurs humoraux (protéines du 
complément, eicosanoïdes, kinines etc.) ainsi que les cytokines sont relarguées afin d’éliminer 
les pathogènes et de limiter leurs dégâts (76;77). En effet, les cytokines et/ou chémokines, 
produites par les cellules immunes (neutrophiles polynucléaires, lymphocytes, monocytes, 
macrophages et cellules NK) ainsi que par les cellules dendritiques, épithéliales, endothéliales 
et les fibroblastes, jouent un rôle dans la résorption de la réaction inflammatoire ainsi que dans 
le déclenchement de la réponse immune acquise (78;79). Ainsi, la coopération entre la réponse 
immune et inflammatoire permet l’élimination des pathogènes inhalés de l’épithélium 
respiratoire et permet la préservation de son intégrité.  
Certaines études suggèrent que l’épithélium FK est plus sensible et susceptible à 
l’infection et l’inflammation. En effet, comme expliqué à la section 1.3.1.2, la dysfonction du 
transport ionique suivie de l’altération de la clairance mucociliaire combinée à la 
surproduction de mucus rendrait l’épithélium des voies aériennes FK plus susceptible à 
l’établissement d’infections chroniques et à la formation de biofilms bactériens (17). Il a aussi 
été suggéré que le canal CFTR était impliqué dans l’acidification des phagosomes et dans la 
régulation de la présentation d’antigène (6;80;81). Son absence pourrait alors promouvoir la 
persistance des bactéries dans les voies aériennes FK. Il a aussi été rapporté que la bactérie 
P.aeruginosa montrait une plus grande affinité pour l’épithélium FK (63;65;82). En effet, 
suite à une réponse inflammatoire excessive, la dénudation partielle ou totale de l’épithélium 
des voies aériennes favoriserait l’adhésion de P.aeruginosa (83-87). Il semblerait également 
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que, chez les patients FK, les neutrophiles exhibent des fonctions anormales et que certaines 
cellules immunes soient déficientes, ce qui favoriserait encore une fois l’infection et 
l’inflammation (28;88). 
 Dans la pathologie de la FK, le déséquilibre entre les cytokines pro- et anti-
inflammatoires pourrait venir amplifier la phase inflammatoire. En effet, la production de 
cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFĮ, l’interleukine-1ȕ, -6 et -8, serait grandement 
augmentée, tandis que celle de l’interleukine-10 (IL-10), une cytokine anti-inflammatoire, 
serait réduite (78;82). 
 La voie de signalisation de NFțB, importante dans la transcription d’un large éventail 
de médiateurs inflammatoires, serait fortement activée par la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (89;90). Dans les cellules FK, l’augmentation de la sécrétion de TNF et d’IL-
1β activerait la voie de NFțB (91). D’ailleurs, il a été rapporté que la kinase IKK, modulant 
l’activité de NFțB, serait plus active, alors que l’expression d’IțB, inhibiteur de NFțB 
modulée par l’IL-10, serait diminuée (61). De plus, l’IL-10 possèderait un rôle crucial dans la 
résorption de la réponse inflammatoire et sa diminution donnerait lieu à une activation 
prolongée de la voie NFțB et, donc, de la phase inflammatoire (28;63;82;89;92). 
 Il a été rapporté que des cellules FK exposées à la bactérie P. aeruginosa sécréteraient 
plus de TNF, d’IL-6 et d’IL-8 (28). L’IL-8, un chemoattractant important pour les 
neutrophiles, serait sécrétée par les cellules épithéliales ainsi que les neutrophiles. Ces derniers 
seraient également capables d’induire la sécrétion des leucotriènes B4 (LTB4), qui sont 
d’autres chemoattractants des neutrophiles. Par ailleurs, il semblerait que les neutrophiles FK 
montrent un délai dans leur apoptose, favorisant ainsi leur accumulation dans les voies 
aériennes FK (78;82;89;93). Suite à l’infiltration neutrophilique, de hautes concentrations de 
marqueurs d’inflammation, de neutrophiles ainsi que de leur produits auraient été, par 
conséquent, détectées dans les lavages broncho-alvéolaires (BAL) des patients FK (61). La 
présence des protéases et des oxydants, qui joueraient un rôle majeur dans la pathogenèse de la 
FK, a également été rapportée. En effet, il a été démontré que l’élastase, une des protéases 
neutrophiliques, était capable de stimuler la sécrétion d’IL-8 par les cellules épithéliales (61). 
Ensuite, le processus de phagocytose pourrait être affecté à des hautes concentrations 
d’élastase neutrophilique. En effet, cette protéase serait capable de cliver des opsonines et des 
récepteurs essentiels au mécanisme opsonophagocytaire. Enfin, les oxydants relargués par les 
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neutrophiles, soit le H2O2 et le O2-, activeraient la voie NFțB, accentuant la phase 
inflammatoire (61;89;92).  
 Ainsi, la réponse inflammatoire excessive, incluant les protéases neutrophiliques et les 
radicaux libres, entraînerait la destruction des protéines structurales des voies aériennes FK 
(78;82;83;86;89;94;95). De plus, les bactéries et leurs exoproduits, protéases et facteurs de 
virulence (96-100) contribueraient aux dommages épithéliaux. L’environnement difficile dans 
les voies aériennes FK forcerait alors les bactéries présentes à se muter pour s’adapter et 
survivre (68). Ainsi, les bactéries persisteraient dans les voies aériennes sous forme de 
biofilms, qui sont plus résistants aux antibiotiques, ce qui permettrait à l’infection chronique 
de s’installer. 
 
1.3.3) Les lésions épithéliales et le remodelage tissulaire 
1.3.3.1) Atteinte lésionnelle en fibrose kystique 
 La bronchiectasie est la modification structurale la plus communément observée et 
décrite dans la pathologie de la FK (voir Figure 9). Les dernières études décrivant les autres 
changements ultrastructuraux des poumons FK remontent déjà à plusieurs années. Ces 
anciennes analyses révélaient la présence de métaplasie squameuse, d’hyperplasie des cellules 
caliciformes, d’hyperplasie et d’hypertrophie des glandes sous-muqueuses ainsi que de 
l’épaississement de l’épithélium (10;101). Plus récemment, d’autres modifications structurales 
ont été rapportées, comme l’amincissement des parois des voies aériennes FK sur certaines 
sections, reflétant la dégradation des protéines structurales par l’élastase neutrophilique (voir 
revues (102;103)). Toutefois, dans d’autres zones, l’épithélium FK semblait plus épais, 
suggérant des signes de régénération épithéliale. En effet, il a été proposé que les processus de 
réparation puissent causer l’épaississement de l’épithélium des voies aériennes (102;103). 
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D’autre part, des dépôts fibreux composés de collagène I et III, de tesnacine, mais sans 
microfibrilles associées à l’élastine, auraient été observés sous la lame basale. De plus, il a été 
suggéré que, dans les voies aériennes FK, le processus fibrotique prédominait sur la 
fibrogénèse, phénomène normal de la cicatrisation tissulaire (101;104).  
La plupart des changements histologiques pourraient être attribués aux cycles 
d’infection et d’inflammation. Cependant, certaines études indiquent que certaines 
modifications structurales seraient préexistantes aux premières infections. Il a en effet été 
suggéré que l’épithélium FK pourrait posséder un défaut structural, peut-être en lien avec les 
mutations du gène cftr. Ces altérations histologiques prénatales pourraient diminuer les 
fonctions physiologiques et respiratoires des patients FK avant même que la pathologie n’ait 
commencé à réellement progresser (105). En effet, chez le fœtus FK, une dilatation des 
glandes sous-muqueuses, une altération de l’épithélium des voies aériennes et une métaplasie 
de l’épithélium de la trachée auraient été observées (10;26;105;106). Il a été rapporté qu’un 
remodelage pouvait être détecté dès les premiers mois de vie chez des jeunes patients FK, 
affectant ainsi la fonction pulmonaire. En effet, chez certains patients, les voies aériennes 
semblaient déjà dilatées et leur paroi plus épaisse (88;105). De plus, malgré l’absence 
d’infection pulmonaire, la présence de médiateurs inflammatoires, tels que l’élastase 
neutrophilique, l’IL-8 ainsi qu’un nombre important de neutrophiles, a été détectée dans le 
BAL de patients FK au cours de leur première année de vie (26). Ceci semblerait indiquer que 
la réponse inflammatoire FK n’aurait pas nécessairement besoin d’être précédée d’une 
infection.  
 
1.3.3.2) Origines des lésions épithéliales 
 Des lésions épithéliales et un remodelage du tissu épithélial sont présents dans 
plusieurs pathologies pulmonaires, telles que la FK et l’asthme (102). Les dommages de 
l’épithélium pourraient être causés par différents éléments, tels que les cytokines, les 
protéases, le stress oxydatif, ainsi que les facteurs de virulence bactériens.  
 En FK, le débalancement des cytokines pro- et anti-inflammatoires pourrait causer des 
lésions épithéliales. Cependant, la contribution directe des cytokines au dommage épithélial 
n’a pas encore beaucoup été étudiée en FK, contrairement à l’asthme. En effet, dans le cadre 
d’une étude axée sur cette pathologie, il a été démontré que l’interféron-Ȗ (IFN-Ȗ), le TNF-Į et 
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l’IL-1ȕ pourraient causer une dénudation épithéliale, en induisant la nécrose et l’apoptose des 
cellules épithéliales bronchiques (107). D’autre part, l’IL-6 semble jouer un rôle dans le 
remodelage de l’épithélium asthmatique via l’activité de la métalloprotéinase-2 (MMP-2) 
(108). Il a également été démontré que les cytokines IL-4 et IL-13 pouvaient affecter 
l’intégrité de l’épithélium pulmonaire (109). Enfin, une étude a montré que la surproduction 
de TNF-Į suite à une infection à S.aureus pouvait entraîner l’apoptose des cellules causant 
ainsi des lésions épithéliales pulmonaires (94).  
 Comme mentionné à la section 1.3.2.2, les neutrophiles, recrutés au site de l’agression 
bactérienne, sécréteraient de l’élastase, de la collagénase de type I et de type IV, qui pourraient 
causer des lésions et entraîner du remodelage épithélial (101). En effet, l’analyse des 
expectorats et de BAL de patients FK, contenant de hautes concentrations de protéines 
structurales, a permis de confirmer l’importance de la dégradation protéolytique dans les voies 
aériennes FK (105). L’élastase neutrophilique serait capable de dégrader les protéines 
structurales des parois des voies aériennes, telles que le collagène, l’élastine et les 
protéoglycans (78;82;89). De plus, il semblerait que la cathepsine G et l’élastase, des protéases 
neutrophiliques, détectées dans l’expectorat des patients FK, pouvaient induire le détachement 
des cellules épithéliales conduisant à la destruction de l’épithélium respiratoire (110).  
 Le stress oxydatif peut également participer au dommage épithélial, mais son 
implication directe dans la destruction de l’épithélium des voies aériennes n’a pas encore été 
bien définie. Cependant, il a été rapporté que les espèces réactives de l’oxygène (ROS) étaient 
capables d’inactiver les principaux inhibiteurs de protéases, l’Į1-antitrypsine (Į1-AT) et 
l’inhibiteur sécrétoire de la protéase leucocytaire (SLPI), ce qui entraînerait une augmentation 
démesurée de la concentration de protéases actives dans les voies respiratoires (94). De plus, 
plusieurs résultats suggèrent que les ROS causeraient la diminution du niveau de glutathion 
(GSH), le principal antioxydant retrouvé dans le poumon, qui serait associée au dommage 
tissulaire lié au stress oxydatif (94).  
 Il a été démontré que l’exposition à P. aeruginosa, la bactérie la plus fréquente dans la 
pathologie de la FK, était capable d’induire des lésions épithéliales (69;100). Plus 
précisément, les facteurs de virulence, qui sont des exoproduits contribuant à la colonisation et 
à l’établissement permanent des bactéries, pourraient participer à la destruction tissulaire dans 
le poumon. En effet, il a été démontré que l’élastase de P. aeruginosa pouvait stimuler 
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l’activité de la MMP-2, qui à son tour dégraderait les protéines de la matrice de l’épithélium 
respiratoire (96). De plus, cette protéase pourrait aussi affecter l’intégrité épithéliale en 
dégradant les protéines de jonction ZO-1 et ZO-2 (96). Les autres protéases, telles que la 
protéase LasA, la protéase LasB, la protéase alcaline et la protéase PASP, seraient capables de 
cliver le collagène, une composante importante des parois des voies aériennes (98). D’autre 
part, il a été démontré que la pyocyanine, un des nombreux facteurs de virulence de 
P.aeruginosa, était capable d’induire du stress oxydatif, de la sénescence prématurée ainsi que 
de l’apoptose dans différents types cellulaires, soit des phénomènes pouvant tous contribuer au 
dommage épithélial (99;111). Pour ce qui est de la protéine homoserine lactone C12 associée 
au biofilm de P. aeruginosa, elle dégraderait les jonctions serrées et induirait de l’apoptose 
dans les cellules des voies aériennes (97).  
 Tous ces évènements pourraient ainsi participer à la destruction progressive de 
l’épithélium des voies aériennes. Suite à des lésions répétées, au lieu de se réparer 
normalement, l’épithélium pourrait être graduellement remodelé empêchant malheureusement 
le rétablissement d’un épithélium fonctionnel.  
 
1.3.3.3) Conséquences pathologiques des lésions épithéliales 
 L’épithélium des voies aériennes sert de barrière physique face aux agents pathogènes, 
irritants et/ou polluants de l’environnement. La perturbation de l’intégrité épithéliale pourrait 
donc entraîner de graves conséquences pour cette première ligne de défense. Par exemple, il a 
été démontré qu’une infection par le virus respiratoire syncytial (RSV), affectant les jeunes 
patients FK, pouvait altérer la barrière épithéliale en induisant une diminution des protéines de 
jonction, telles que la ZO-1, l’occludine, la claudine-1 et la E-cadhérine (112). Une brèche 
dans l’épithélium, peu importe la cause, permettrait alors l’infiltration de pathogènes, qui 
pourrait se transformer en infections et inflammation chroniques. En effet, il a été démontré 
que P. aeruginosa possédait une grande affinité pour les composés de la matrice, tels que le 
collagène I et la fibronectine, qui sont exposés lorsque l’épithélium des voies aériennes est 
lésé (87). De plus, les dommages causés à l’épithélium pourraient affecter davantage la 
fonction ciliaire et le transport ionique déjà altérés (113;114). En effet, il a été démontré que 
l’infection pouvait diminuer la fonction ciliaire due à une perte et à une régénération plus lente 
des cils ainsi qu’à une altération de la fréquence du battement ciliaire (112). Enfin, la 
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destruction progressive de l’épithélium des voies aériennes pourrait également entraîner la 
perte des cellules basales et des cellules de Clara et/ou l’altération des glandes sous-
muqueuses, considérées comme des niches de cellules progénitrices, affectant ainsi les 
processus de régénération de l’épithélium pulmonaire  (14;115). 
Une autre conséquence des lésions répétées est le changement de structure et 
d’architecture des voies aériennes FK. Effectivement, le remodelage épithélial serait dû à un 
débalancement de la production et de la dégradation de la matrice extracellulaire. En fait, 
l’expression ainsi que la sécrétion des MMP et des cytokines seraient dérégulées, entraînant 
une prolifération excessive des cellules des voies aériennes FK et un prolongement de la 
réponse inflammatoire   (102;116-120). C’est ainsi que l’hyperplasie des cellules caliciformes 
se développerait progressivement, causant une accumulation excessive de mucus et accentuant 
l’obstruction des voies aériennes et l’inflammation. Les changements histologiques observés 
dans les voies aériennes FK, décrits à la section 1.3.3.1, surviendraient suite aux dommages 
multiples de l’épithélium dans un environnement inflammatoire et infectieux (101;121). 
Plusieurs études rapportent que les médiateurs inflammatoires peuvent causer des lésions 
épithéliales, participer au développement d’une hyperplasie et/ou métaplasie épithéliale ou 
même affecter les processus de régénération de l’épithélium des voies aériennes (112). La 
destruction progressive et le remodelage de l’épithélium des voies aériennes des patients FK 
peuvent affecter la fonction pulmonaire. Ainsi, de promouvoir les processus de réparation 
tissulaire, avant le développement d’un remodelage épithélial, devient crucial pour la 
préservation de l’intégrité et de la fonction épithéliale. 
 
1.3.4) Les processus de réparation épithéliale  
1.3.4.1) Les mécanismes de réparation en condition normale 
 Suite aux processus lésionnels, l’épithélium des voies aériennes va tenter de recouvrer 
son intégrité via une séquence d’évènements (voir Figure 10) commençant par l’étalement et 
la dédifférenciation des cellules, suivi de leur migration vers la région lésée. Les cellules vont 
alors proliférer pour repeupler la plaie et se redifférencier pour régénérer un épithélium 
pseudostratifié et fonctionnel (57;122;123). 
Suite à la lésion, tout commence par la phase de coagulation anti-fibrinolytique. En 
fait, les cellules endothéliales et épithéliales vont sécréter des médiateurs inflammatoires, qui 
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vont favoriser la coagulation, permettant ensuite le recrutement de cellules immunes au site de 
la lésion. Durant la phase  inflammatoire qui suit, les monocytes, neutrophiles et macrophages 
vont non seulement éliminer les débris ainsi que les corps étrangers, mais vont aussi sécréter 
des cytokines pour favoriser la prolifération cellulaire ainsi que l’angiogenèse. Au même 
moment, les cellules endothéliales et épithéliales vont sécréter des MMP pour dégrader les 
tissus résiduels pour faire place à la nouvelle matrice extracellulaire provisoire, qui est 
indispensable pour la migration des cellules immunes et des fibroblastes (102;124). Toutefois, 
il est important de souligner que les différentes MMP ne possèdent pas tous les mêmes rôles. 
En effet, les MMP-2 et MMP-9 inhiberaient la prolifération ainsi que l’adhésion cellulaire, 
pouvant causer des anomalies dans le processus de régénération épithéliale. Pour ce qui est de 
la MMP-7, il semble qu’elle puisse favoriser la migration cellulaire en clivant l’ectodomaine 
de l’E-cadhérine, une protéine importante dans les jonctions cellulaires. Les MMP pourraient 
stimuler également les processus de réparation via leur contribution au relargage de facteurs 
de croissance (122). 
 
L’étape suivante consiste en la migration des cellules basales pour aller recouvrir la 
région lésée. Les cellules en bord de plaie vont alors se dédifférencier, s’étendre et s’aplatir 
afin de former des pseudopodes (57;103;122). La migration cellulaire repose sur une fine 
régulation de l’activation de différentes voies de signalisation, de l’activité des MMP, du 
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volume cellulaire et/ou du potentiel membranaire (voir section 1.3.4.2.4), de la réorganisation 
du cytosquelette d’actine ainsi que des interactions entre les complexes d’adhésion et la 
matrice extracellulaire (voir Figure 11) (123;125). Ensuite, les niches de cellules 
progénitrices, principalement les cellules basales, les cellules de Clara et les glandes sous-
muqueuses, vont participer à la régénération épithéliale (115;122;126). Après le repeuplement 
de la région lésée, les cellules épithéliales et les fibroblastes vont proliférer et se redifférencier 
pour régénérer un épithélium pseudostratifié fonctionnel (57;122;127).  
 
1.3.4.2) Les facteurs impliqués dans la régulation de la réparation épithéliale  
 Plusieurs paramètres pourraient affecter la capacité des cellules épithéliales à rétablir 
l’intégrité de la région lésée. En effet, l’environnement cellulaire peut affecter non seulement 
la capacité des cellules épithéliales à migrer, proliférer et à se différencier, mais aussi à 
interagir avec la matrice ainsi qu’avec les autres cellules. L’environnement cellulaire FK ne 
semblerait pas propice à une régénération épithéliale normale, comme en dénote les analyses 
histologiques  (103). 
 
1.3.4.2.1) Le rôle des facteurs de croissance dans la réparation épithéliale 
  Il est reconnu que les facteurs de croissance jouent un rôle important dans les 
processus de réparation. Les facteurs de croissance au niveau des voies aériennes sont 
liés/séquestrés dans la matrice extracellulaire via la chaîne latérale des protéoglycans. Lors 
d’un dommage épithélial, les protéases présentes vont cliver et permettre le relargage des 
facteurs de croissance directement au site de la lésion. Il a été montré que le transforming 
growth factor bêta-1(TGF-ȕ1), le hepatocyte growth factor (HGF) et l’insuline étaient 
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capables d’induire la synthèse des protéines essentielles pour la matrice extracellulaire (122). 
Le TGF-ȕ1, le fibroblast growth factor (FGF), le keratinocyte growth factor (KGF) et 
l’epidermal growth factor (EGF) stimuleraient, quant à eux, la migration cellulaire pour 
recouvrir la région lésée. L’EGF, le KGF et le platelet-derived growth factor (PDGF) 
favorisent également la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales des voies 
aériennes (122). Il a aussi été suggéré que certains facteurs de croissance possèdent des 
propriétés anti-inflammatoires. En effet, le TGF-ȕ1 diminuerait l’activité de NFκB, 
l’expression d’IL-8 et le recrutement de neutrophiles, alors que le KGF modulerait les effets 
de l’IFN-Ȗ. Cependant, malgré des niveaux élevés de ces facteurs de croissance chez les 
patients FK, la réponse inflammatoire persiste et la régénération épithéliale ne semble pas 
suffisante pour rétablir l’intégrité épithéliale (104;122).  
 
1.3.4.2.2) Impact de l’infection sur la réparation épithéliale 
 Plusieurs études ont démontré que l’infection pouvait interférer dans les processus de 
régénération épithéliale. En effet, il a été confirmé que la présence de bactéries pouvait nuire 
aux processus de réparation (69;77). Par exemple, une étude sur l’épithélium cutané montrait 
que les protéases bactériennes pouvaient dégrader les facteurs de croissance ainsi que leurs 
récepteurs (77). Les facteurs de virulence de P. aeruginosa pouvaient également altérer la 
régénération épithéliale. En effet, l’exoT, une protéine activatrice des GTPases de la famille 
Rho, affecterait les processus de réparation en interférant dans la formation des adhésions 
focales et en altérant le cytosquelette d’actine des cellules (95). Il semble aussi que l’élastase 
et l’exoS pourraient diminuer les fibres de stress et empêcher la polymérisation des filaments 
d’actine dans les cellules en migration (96). Il a été rapporté que l’exotoxine exoA affecterait 
le rétablissement des jonctions serrées en diminuant l’expression des protéines ZO-1 et ZO-2, 
ce qui empêcherait le rétablissement de l’intégrité de l’épithélium pulmonaire (96).  
 Cependant, certaines études ont suggéré que la réparation épithéliale pouvait être 
stimulée en réaction à la présence d’infection. Le LPS de P. aeruginosa, par exemple, 
stimulerait les processus de réparation dans les cellules des voies aériennes, via l’activation de 
la voie de l’EGF/EGFR (128;129). Enfin, les produits bactériens de S. aureus pourraient non 
seulement augmenter la prolifération et la survie cellulaire, mais favoriserait également la 
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réparation épithéliale (130). Ces résultats démontrent que l’impact de l’infection sur les 
processus de réparation est encore mal compris et mérite d’être étudié plus finement. 
 
1.3.4.2.3) Le rôle de l’inflammation dans la réparation épithéliale 
 Le remodelage épithélial semblerait être une conséquence de la réponse inflammatoire. 
En effet, il a souvent été rapporté que le remodelage des voies aériennes était observé dans des 
pathologies inflammatoires, telles que la FK ou l’asthme (102;131). En effet, dans le cadre de 
l’asthme, l’IL-9 pourrait induire l’hyperplasie des cellules caliciformes durant la régénération 
épithéliale (121). De plus, plusieurs cytokines, telles que l’IL-4, l’IL-5, l’IL-13 et l’IL-21, 
posséderaient des propriétés pro-fibrotiques (124). Il a aussi été démontré que l’IL-1ȕ 
favorisait la fibrose en empêchant le processus de fibrogénèse dans l’épithélium alvéolaire 
(132). À l’inverse, l’IFN-Ȗ et l’IL-12 possèdent des propriétés anti-fibrotiques. En fait, un 
traitement à l’IFN-Ȗ et à IL-12 induirait une diminution du dépôt de collagène dans des 
modèles de souris traitées à la bléomycine développant de la fibrose (124). D’autre part, l’IL-
13 semble stimuler la prolifération cellulaire via l’activation de TGF-Į et favoriser la 
réparation des cellules épithéliales des voies aériennes par l’activation de la voie du HB-EGF 
(133;134). Il a également été rapporté que l’IL-13 favorisait la sécrétion de facteurs de 
croissance (122).  
 Cependant, les études montrent que les médiateurs inflammatoires pourraient avoir des 
effets opposés dans les processus de réparation. En effet, il a été démontré que le TNF-Į 
pouvait stimuler la prolifération des hépatocytes et de cellules épithéliales mammaires 
(135;136). Dans une étude de notre laboratoire explorant les effets du TNF-Į sur les processus 
de réparation, nous avons démontré que cette cytokine pro-inflammatoire inhibait la 
prolifération des cellules humaines bronchiques saines (NuLi-1) et FK (CuFi-1) (137). Nos 
travaux ont montré qu’à l’inverse le TNF-Į stimulait la migration et la réparation épithéliale 
des 2 types cellulaires par une transactivation de la voie EGF/EGFR. En fait, l’impact direct 
de la réponse inflammatoire excessive observée en FK sur les processus de réparation n’a pas 
beaucoup été étudié, mais il apparaît évident que les effets de l’inflammation sur ces 





1.3.4.2.4) Le rôle des canaux ioniques dans la réparation épithéliale 
 Plusieurs études ont démontré que les canaux ioniques participent à la régulation des 
mécanismes de réparation épithéliale (123;125). Une des premières étapes est la migration des 
cellules vers la région lésée. Selon l’équipe du Dr Schwab, la migration cellulaire pourrait être 
décrite comme des phases répétées et coordonnées de protrusion du lamellipode et la 
rétractation du corps de la cellule (125). Leur modèle proposait l’implication de différents 
mécanismes de transport, tels que les échangeurs Na+/H+ et Cl-/HCO3-, les co-transporteurs 
Na+-HCO3- et Na+K+2Cl-, les canaux Cl-, K+, Na+ et Ca2+ mécano-sensibles, le canal ENaC, 
les canaux K+ ainsi que les aquaporines, combiné à la modulation des protéines du 
cytosquelette d’actine et des interactions avec la matrice extracellulaire (125).  
 Après que les cellules aient recouvert la région lésée, elles doivent ensuite proliférer, 
une étape importante qui est également régulée, en partie, par les canaux ioniques (138-140). 
La dernière étape de la réparation épithéliale fait appel à une différenciation cellulaire, 
permettant le rétablissement d’un épithélium fonctionnel (141-143). Bien que le rôle du 
transport ionique ait très peu été étudié au niveau de la différenciation cellulaire de 
l’épithélium pulmonaire, certaines évidences indiquent que les canaux K+ pourraient 
également y participer (123). Ainsi, les canaux ioniques et les différents mécanismes de 
transport seulement impliqués à toutes les étapes de la réparation épithéliale. 
 
1.3.4.2.4.1) Le rôle des canaux K+ dans la réparation épithéliale 
 Beaucoup de groupes ont étudié l’implication des canaux K+ dans la réparation 
épithéliale. En effet, comme détaillé dans la revue de Girault et al., les canaux K+ 
participeraient à ces processus en contrôlant notamment le volume cellulaire, le potentiel 
membranaire et la concentration de Ca2+ intracellulaire. Les canaux K+ interagiraient 
également avec les intégrines, impliquées dans les phénomènes d’adhésion/désadhésion durant 
le mouvement de la cellule, et réguleraient l’expression des cyclines, qui sont essentielles à la 
progression du cycle cellulaire. Ces canaux réguleraient même le relargage des facteurs de 
croissance  (123).   
 Le rôle des canaux K+ dans la migration cellulaire a été maintes fois démontré. Par 
exemple, l’inhibition du courant et de l’expression du canal Kv1.1 dans les cellules 
épithéliales intestinales de rat réduirait leur capacité à migrer suite à une lésion (144). Il a été 
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rapporté, dans une revue de Schwab et al., que le canal KCa3.1 pouvait moduler la migration 
de plusieurs types cellulaires différents (125), comme les cellules MDCK (145;146) ou les 
mastocytes pulmonaires (147). Au niveau de l’épithélium alvéolaire et bronchique, j’ai, au 
sein de l’équipe du Dre Brochiero, démontré que les canaux KvLQT1, KATP et KCa3.1 jouaient 
un rôle crucial dans la migration cellulaire et dans les processus de réparation (148;149). 
 L’activation des canaux K+ pourrait entraîner un influx de Ca2+ essentiel à la migration 
cellulaire (123). L’activation des canaux Kv1.1 et Kv1.5, par exemple, permettant 
l’hyperpolarisation des cellules intestinales et un influx de  Ca2+ (150;151), favoriserait la 
réépithélisation. Wang et al. ont aussi montré qu’une régulation à la hausse des canaux Kv 
permettait une hyperpolarisation membranaire, induisant un influx de Ca2+, qui favoriserait la 
migration cellulaire (144). En effet, la revue de Schwab et al. rapporte que l’activation de 
plusieurs protéines de la machinerie migratoire, telles que la myosine II, les calpaïnes, la 
protéine kinase dépendante de la calmoduline/Ca2+, les intégrines et même certains transports 
ioniques, dépendaient du signal calcique (125).  
 Les canaux K+ sembleraient également moduler l’adhésion cellulaire et la migration 
médiées par les intégrines. En fait, comme rapporté dans la revue de Girault et al., l’activation 
des intégrines-ȕ1 et –ȕ3 pourrait augmenter les courants hERG et BKca (123). 
Réciproquement, les canaux K+ peuvent interagir directement avec les intégrines et moduler 
leur activité (151-153). Il a même été suggéré qu’un changement de la concentration 
extracellulaire de K+, du potentiel membranaire ou de l’activité des canaux K+ pouvait induire 
une variation du pH, modifiant ensuite la fonction des intégrines (123). 
  Plusieurs études ont souligné l’importance de l’activité des canaux K+  durant le 
processus prolifératif (123). Il a en effet été démontré que les canaux K+ pouvaient participer à 
la prolifération cellulaire induite par l’EGF dans différents types cellulaires (138;154). J’ai 
montré, durant ma maîtrise, que l’activité des canaux KvLQT1 et KATP modulait la 
prolifération des cellules épithéliales alvéolaires stimulée à l’EGF, alors que la fonction des 
canaux KvLQT1, KATP et KCa3.1 régulait celle des cellules bronchiques saines et FK 
(148;149). Dans des cellules épithéliales rénales, il a été démontré que les canaux K+ 
pouvaient induire le relargage de facteurs de croissance, qui moduleraient à leur tour la 
prolifération cellulaire (155). La prolifération cellulaire pourrait également être régulée par 
une variation du volume cellulaire, suite à des changements de flux ioniques (140;156-158). 
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En fait, la variation du volume cellulaire module l’expression et/ou l’activité des protéines du 
cycle cellulaire (139). En effet, il a été démontré que l’activité des canaux K+ régulait 
l’expression des cyclines impliquées dans la progression du cycle cellulaire (138;159). D’autre 
part, l’efflux de K+, induisant une hyperpolarisation de la membrane cellulaire, étape cruciale 
dans la progression du cycle cellulaire (138;140;158;160-163). Cette hyperpolarisation de la 
membrane permettrait un influx de Ca2+ pour la transition entre les différentes phases du cycle 
cellulaire ou constituerait un signal intracellulaire pour l’activation des voies de signalisation 
impliquées dans la mitogenèse (158;163-165). Cependant, il a été rapporté que la conductance 
des canaux TASK3 et TREK-1 pouvait réguler la prolifération des cellules HEK293, alors que 
l’expression du canal EAG, et non son activité, pouvait moduler celle des cellules de gliomes 
C6 (139;163) . Il n’a donc pas été encore clairement défini si les propriétés de conductance des 
canaux, ou les protéines canal en tant que telles, étaient responsables de la régulation de la 
prolifération cellulaire.  
 Puisque plusieurs types de canaux K+ sont exprimés dans un même tissu (plus de 30 
différents par exemple au niveau du poumon (57)), il se pourrait que leurs rôles soient 
complémentaires ou redondants. Ainsi, définir clairement l’implication de chaque type de 
canal dans les différents phénomènes cellulaires, menant à la réparation/régénération 
épithéliale, pourrait s’avérer complexe (123). Cependant, il semble de plus en plus évident que 
les canaux K+ font partie des nombreux facteurs impliqués dans les processus de réparation 
pour permettre le rétablissement de l’intégrité et la fonctionnalité de la barrière épithéliale.  
 
1.3.4.2.4.2) Le rôle des canaux CFTR dans la réparation épithéliale 
 D’autres transports ioniques pourraient aussi moduler les mécanismes de réparation. 
En effet, il a été rapporté que les canaux Cl- pouvaient participer au processus migratoire des 
cellules HeLa et des monocytes (150;166). Récemment, il a été démontré que la migration et 
la prolifération des cellules bronchiques humaines pouvaient aussi dépendre de l’activité de 
ANO1, un canal Cl- activé par le Ca2+ (167). De plus, les canaux Cl- pourraient également 
moduler la prolifération via la progression du cycle cellulaire ou l’activation de différentes 
voies de signalisation (156;168-170).  
 Au moment où j’ai débuté mes travaux de doctorat, aucune étude n’avait encore 
exploré le rôle du canal Cl- CFTR dans les processus de réparation. En 2010, Schiller et al. ont 
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alors montré que l’inhibition du CFTR ou son extinction par des shRNA affectait la capacité 
de réparation des monocouches de cellules séreuses Calu-3 (171). Les auteurs ont aussi 
démontré que le CFTR pouvait participer à la migration cellulaire en modulant la formation 
des lamellipodes à l’avant de la cellule en mouvement. Cette étude constitue une des 
premières évidences de la participation directe du CFTR aux processus de réparation 
épithéliale des voies aériennes (171) et a fait l’objet d’un éditorial qui explore l’implication du 
canal CFTR dans les processus de réparation (172). Il a ensuite été rapporté que le canal 
CFTR serait capable de générer des courants ioniques guidant et orientant les cellules de 
trachée de singe rhésus vers la plaie (173). Les auteurs ont observé que l’épithélium pouvait 
générer un champ électrique qui s’étend de l’épithélium intact à celui qui est lésé. Ce 
phénomène amènerait les cellules à se déplacer vers la région lésée. Enfin, il semblerait que le 
CFTR modulerait également la migration et la réparation des cellules trophoblastiques BeWo 
(174). Mes travaux, présentés au chapitre 3, ont donc contribué à mieux comprendre le rôle du 
CFTR dans les processus de réparation, grâce à des modèles de cellules humaines primaires 
des voies aériennes non-FK et FK. 
 
1.3.5) Les processus de réparation en fibrose kystique  
 Comme mentionné à la section 1.3.3.1, l’analyse histologique de poumons collectés 
chez des patients FK révèle des sections montrant des signes de réparation, suggérant que 
l’épithélium FK tente, malgré un environnement difficile, de se réparer (102;103). Toutefois, il 
semble qu’au niveau des voies aériennes FK, les processus lésionnels prennent le dessus aux 
dépends des processus de réparation et de régénération épithéliale. Par un modèle de 
xénogreffe mimant les étapes de régénération d’un épithélium différencié, l’équipe du Dre 
Coraux a montré pour la première fois que l’épithélium FK présentait un défaut de base de 
régénération. En effet, leurs travaux ont démontré que la régénération d’un épithélium à partir 
de cellules primaires collectées des voies aériennes de patients FK était anormale et plus lente 
que celle observée à partir de cellules non-FK (116). Leur analyse histologique a souligné une 
prolifération plus importante dans les greffons FK, résultant en un épithélium plus épais, une 
hyperplasie des cellules basales et un retard de différenciation. Il a été proposé que ce défaut 
de régénération épithéliale puisse être dû par un dérèglement impliquant l’IL-8, les MMP-7 et 
MMP-9 ainsi que leur inhibiteur TIMP-1. De façon similaire, mes travaux de maîtrise dans le 
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laboratoire du Dre Brochiero ont démontré un retard de réparation des monocouches de 
cellules humaines bronchiques FK CuFi-1, comparativement aux cellules non-FK NuLi-
1(149). Enfin, tel qu’expliqué à la section précédente, l’implication du CFTR dans la 
formation des lamellipodes dans les cellules Calu-3 durant le processus migratoire suggère que 
ce processus de réparation puisse être altérée dans la pathologie de la FK, où le canal est 
dysfonctionnel ou absent (171). 
 En résumé, plusieurs évidences indiquent que les processus de réparation de 
l’épithélium des voies aériennes FK sont altérés. Cependant, aucune de ces études n’aborde 
directement ce possible défaut de réparation de l’épithélium FK. En effet, dans notre étude de 
2008, les expériences avaient été effectuées sur des lignées cellulaires avec des profils 
génétiques différents, i.e. les lignées NuLi-1 et CuFi-1 sont issues de 2 patients d’âge et de 
sexe différents (175). Ces facteurs pourraient donc avoir influencé et/ou affecté nos résultats. 
D’autre part, l’étude de Schiller et al. portait sur les cellules Calu-3 (171), qui sont dérivées de 
cellules séreuses, et non des cellules épithéliales. Dans le cas du modèle de xénogreffe (116), 
la formation d’un épithélium différencié se rapprocherait plus de la réalité, mais constituent 
une phase beaucoup plus tardive de la réparation épithéliale. De plus, les phénomènes 
observés dans ce modèle ne font pas suite à des processus lésionnels. Ainsi, il nous a semblé 
important de vérifier et confirmer l’existence de ce défaut de réparation à l’aide de modèle de 
cellules humaines primaires FK.  
 
1.4) Thérapies et traitements en fibrose kystique 
 Au cours des dernières décennies, plusieurs thérapies ont été développées afin de 
traiter le défaut primaire du CFTR et/ou les symptômes de la maladie. En effet, plusieurs 
équipes se sont dévouées à mettre au point une thérapie génique, qui permettrait l’insertion 
d’un CFTR fonctionnel dans les cellules des patients FK (176-178). Certains groupes ont tenté 
de contourner le problème de sécrétion de Cl- et de fluide via la réhydratation des voies 
aériennes ou la modulation de transports ioniques alternatifs pour tenter de rétablir les 
conditions optimales pour la clairance mucociliaire (7;8;179).  De nombreux efforts ont été 
déployés également pour mettre au point des antibiotiques et des anti-inflammatoires destinés 
à stabiliser l’état des patients (7;89;92). Cependant, de nouvelles approches visent maintenant 
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à cibler les altérations spécifiques de chaque classe de mutations. Toutes ces stratégies sont 
décrites ci-dessous. 
 
1.4.1) La thérapie génique 
 La thérapie génique dans le cadre de la pathologie de la FK vise à corriger le défaut de 
base, c’est-à-dire réinsérer le gène d’un CFTR fonctionnel dans les cellules FK. 
Malheureusement, les équipes de recherche se sont butées à plusieurs obstacles lors du 
processus de transfection du gène dans les cellules humaines, tels que l’accès au vecteur 
difficile et limité à travers le mucus recouvrant les voies aériennes FK, la spécificité et la 
stabilité de la thérapie ainsi que la taille du gène (27 exons) à insérer. Au départ, il avait été 
entrepris, afin de contourner le problème de la taille du gène, d’utiliser un adénovirus pour 
distribuer le gène de CFTR dans les tissus touchés par la maladie (voir section 1.1), 
spécialement au niveau des voies aériennes. Toutefois, après l’incident de Jesse Gelsinger, qui 
est décédé, en 1999, suite à une réaction immune sévère dans le cadre d’un essai clinique de 
thérapie génique utilisant un adénovirus, certaines études, dont celle de parrainée par la Cystic 
Fibrosis Foundation aux États-Unis, ont été suspendues par la Food and Drug Administration 
(FDA) (180;181). Dans les années qui suivirent, les équipes, devenues plus prudentes, se sont 
tournées vers les vecteurs de virus adéno-associés (AAV) qui sont théoriquement moins 
pathogènes, puisqu’ils ne peuvent pas se répliquer seuls (2;30;176;177;182).  
 Par la suite, pour éviter le plus possible des problèmes de réaction immune, un lipide 
cationique (vecteur non-viral) couplé à un plasmide CFTR pDNA a été utilisé en 
remplacement et a entraîné des effets bénéfiques chez les patients FK, tels qu’une diminution 
des cellules inflammatoires et de l’adhérence bactérienne dans les expectorats et des brossages 
bronchiques ainsi qu’une amélioration de la différence de potentiel trans-épithélial nasal (PD). 
Cependant, cette ancienne génération de plasmides pouvait encore induire une réponse 
immune. Ainsi, le nouveau plasmide pGM169 contenant le gène de CFTR a été créé. Les 
premiers tests avec le pGM169 couplé au lipide cationique GL67 seraient encourageants et 
n’entraîneraient pas d’effets cytotoxiques. Ce nouveau vecteur fait maintenant partie d’une 
étude de 3 ans, qui a débuté en juin 2012, sur une population plus large pour vérifier 
l’efficacité de cette nouvelle thérapie (183). Stern et al. ont suggéré que l’application d’agents 
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mucolytiques (voir section 1.4.5.3) pouvait améliorer l’accès au vecteur et par le fait même, 
l’efficacité de cette thérapie (184).  
 
1.4.2) Les antibiothérapies  
1.4.2.1) Les macrolides 
 Plusieurs antibiotiques ont été développés afin de tenter d’enrayer la colonisation et 
l’infection bactérienne. Les macrolides, tels que l’azithromycine, seraient capables d’inhiber 
les facteurs de virulence des bactéries, diminuant ainsi l’adhérence de P. aeruginosa et la 
formation de biofilms (185). En plus de leurs propriétés anti-bactériennes, les macrolides 
pourraient diminuer la production de TNF-Į, d’IL-1ȕ et d’IL-8 (92) ainsi que la viscosité de la 
couche de mucus et les dommages tissulaires causés par les neutrophiles (185). Bien qu’ils 
permettent une petite amélioration de la fonction pulmonaire et diminuent les exacerbations, 
leur utilisation à long terme a malheureusement été associée à une perte auditive et des 
problèmes cardiaques (92;185;186).  
 
1.4.2.2) Les antibiotiques contre P. aeruginosa 
 Il existe des antibiotiques nébulisés, visant directement P. aeruginosa, qui ont 
l’avantage de pouvoir être administrés à haute concentration permettant une activité maximale 
sans causer de toxicité systémique. La tobramycine en poudre, la levofloxacine et l’amikacine 
peuvent améliorer la fonction respiratoire et diminuer la densité de P. aeruginosa dans 
l’expectorat des patients FK (7). La levofloxacine diminuerait la multiplication des bactéries 
en inhibant l’enzyme bactérienne topoisomérase IV, alors que l’amikacine interfèrerait dans la 
biosynthèse des protéines impliquées dans la croissance bactérienne. Sous forme de 
liposomes, l’amikacine pourrait pénétrer les biofilms bactériens, lui donnant 2 avantages par 
rapport aux antibiotiques nébulisés : 1) un accès direct aux bactéries et 2) une libération 
prolongée de l’antibiotique (7). 
 Il existe également des thérapies ciblant le système de sécrétion de type III de P. 
aeruginosa. Ce système, par lequel la bactérie implante ses protéines effectrices (ExoS, ExoT, 
ExoU et ExoY) directement dans le cytoplasme de la cellule pour moduler et contrôler à son 
avantage les mécanismes cellulaires, contribue à la sévérité de ces infections (187). En effet, le 
KB001-A, qui bloque le fonctionnement du système de sécrétion de type III, permettrait la 
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diminution de la concentration de la myéloperoxidase, de l’élastase, de l’IL-1, de l’IL-8 et du 
recrutement des neutrophiles. En plus de ses propriétés anti-bactériennes, le KB001-A 
réduirait la réponse inflammatoire et le dommage tissulaire au niveau des voies aériennes FK 
(7). 
 
1.4.2.3) Les antibiotiques ciblant les autres bactéries 
 Pour une infection au SARM, qui est un pathogène émergent en FK, un traitement au 
chlorhydrate de vancomycine en poudre a été développé. Un essai clinique est présentement 
en cours afin de vérifier l’efficacité et l’innocuité de ce nouveau composé (7). De plus, une 
nouvelle combinaison d’antibiotiques en inhalation à large spectre a été développée. Il s’agit 
d’un traitement combinant la fosfomycine/tobramycine, ciblant les bactéries gram-positives et 
-négatives, qui permettrait une amélioration substantielle de la fonction pulmonaire chez les 
patients FK (7). 
 
1.4.3) Les thérapies anti-inflammatoires 
 Pour remédier à l’hyper-inflammation décrite en FK, plusieurs thérapies anti-
inflammatoires ont été développées pour intervenir à chaque phase de la réponse 
inflammatoire. Les corticostéroïdes induiraient une diminution de la production de mucus, 
limiterait l’œdème et le recrutement, l’adhésion ainsi que l’activation des leucocytes au site 
infecté et réduirait la réponse inflammatoire en interférant dans l’activation de la voie de 
NFțB (89;186). D’autre part, les inhibiteurs de la 5-lipoxygénase réduiraient la production du 
leucotriène LTB4, un important chemoattractant des macrophages et des neutrophiles et 
limiteraient ainsi l’inflammation (89;186). L’ibuprofène, un anti-inflammatoire non-stéroïdien 
réduirait, à forte dose, le recrutement et/ou l’activité des neutrophiles et améliorerait la 
clairance mucociliaire (92;188). Il modulerait également l’expression et l’activité, entre autres, 
de NFκB, AP-1, IKKȕ et MAPK, qui sont associées au déclenchement de la réponse 
inflammatoire (89;92;186;188). Enfin, l’utilisation d’un anticorps neutralisant de l’IL-8 
permettrait de réduire le recrutement des neutrophiles, alors que des thérapies contre l’IFN-Ȗ 





1.4.4) Les thérapies anti-protéasiques 
 Les thérapies anti-protéasiques pourraient devenir une option intéressante pour 
neutraliser les différentes protéases neutrophiliques et bactériennes présentes dans les voies 
aériennes FK. Elles empêcheraient la formation de biofilms bactériens et réguleraient la 
réponse inflammatoire (7). L’α1-antitrypsine est le principal inhibiteur de l’élastase 
neutrophilique, mais elle serait inactivée par le stress oxydatif et par le clivage protéolytique, 
la rendant ainsi inefficace. Malheureusement, les traitements à l’α1-antitrypsine nébulisée n’a 
permis d’obtenir que des effets limités sur l’activité de l’élastase et des autres marqueurs 
inflammatoires (7). Il a donc été suggéré que ce traitement pourrait être efficace uniquement 
chez les patients FK dont l’état n’est pas encore trop avancé (89;186;189). 
 
1.4.5) Les thérapies favorisant l’hydratation de l’ASL 
1.4.5.1) Solution hypertonique et mannitol 
 Certains traitements ont été développés pour favoriser l’hydratation de l’ASL et pour 
aider à fluidifier l’épaisse couche de mucus pour tenter de rétablir le processus de clairance 
mucociliaire. L’administration de solution saline hypertonique ou de mannitol en poudre 
induirait un gradient osmotique qui permettrait un influx d’eau au niveau des voies aériennes 
(8;179). Cependant, certains risques, tels que la toux, des bronchospasmes et une diminution 
de la fonction respiratoire, ont été associés à l’inhalation du mannitol (7;8;179).  
 
1.4.5.2) La modulation du transport ionique 
 La modulation des canaux ioniques alternatifs a été proposée afin de contourner le 
défaut de CFTR. L’inhibition du canal ENaC par le 552-02 ou le camostat permet d’améliorer 
la clairance mucociliaire (8;190); cependant, l’action bénéfique de ces composés n’est que de 
courte durée. L’activation des canaux Cl- alternatifs au CFTR, tels que les canaux Cl- activés 
par le Ca2+ (CaCC), par les agonistes des récepteurs P2Y2, pourrait également aider à 
réhydrater l’ASL. Par exemple, le Moli-1901 stimule la sécrétion de Cl-, mais causerait 
malheureusement à forte concentration une perte de l’intégrité cellulaire (8). En outre, le 
Denufosol tetrasodium, un autre agoniste des récepteurs P2Y2, mais qui inhiberait également 
l’activité de ENaC, permettrait l’augmentation du battement ciliaire, du mouvement du mucus 
et de la fonction pulmonaire, est présentement en étude clinique de phase 3 (8;18;190). 
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1.4.5.3) Les agents mucolytiques 
 Des molécules possédant une activité mucolytique ont été développées pour aider à 
fluidifier la couche de mucus déshydratée et visqueuse recouvrant l’épithélium FK. La 
désoxyribonucléase humaine I recombinante est utilisée pour cliver et fragmenter l’ADN des 
débris cellulaires et bactériens (2;18;186). L’agent mucolytique N-acétylcystéine modulerait 
également l’inflammation, mais il pourrait causer des irritations dans les voies aériennes des 
patients (89;90). L’antioxydant GSH possèderait aussi des propriétés mucolytiques, puisqu’il 
est capable de briser les ponts disulfures reliant les mucines, réduisant ainsi la viscosité du 
mucus. Cependant, il semblerait qu’il perde malheureusement ses propriétés antioxydantes 
lorsqu’il est administré en aérosol (90). 
 
1.4.6) La transplantation pulmonaire  
 Pour les patients FK dont la maladie est trop avancée avec une fonction respiratoire 
trop détériorée, la transplantation pulmonaire devient alors leur dernière option de survie. 
Toutefois, cette chirurgie peut amener plusieurs complications et il existe le risque de rejet 
aigüe ou chronique. De plus, la transplantation pulmonaire n’est pas nécessairement une 
solution permanente. Elle n’améliore pas les fonctions altérées des autres organes touchés, tels 
que le pancréas, le foie ou l’intestin grêle.  
 
1.4.7) Les thérapies adaptées aux classes de mutations 
1.4.7.1) Thérapies pour les mutations de classe I  
 Les mutations non-sens représentent 5 à 10% des mutations rencontrées chez les 
patients FK. Des composés ont été développés pour permettre la translecture des codons stop 
prématurés (voir Figure 12) (8;30;37;182). Un composé prometteur est l’Ataluren, qui agirait 
en se fixant au ribosome et en induisant, malgré la présence d’un codon stop, l’incorporation 
d’un acide aminé, permettant la traduction de la protéine au complet (37;190;191). Bien qu’il 
n’induise pas de changement de la concentration de sel dans la sueur, il permettrait toutefois 
une augmentation significative du PD, une autre mesure indirecte de la fonction de CFTR (7). 
Cependant, selon une étude clinique qui s’est terminée en 2012, l’efficacité de l’Ataluren 
pourrait être affectée lorsqu’il était administré avec des antibiotiques en inhalation (192). 
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D’autres tests cliniques sont à prévoir afin de confirmer ces résultats et déterminer si 
l’Ataluren demeure un traitement adéquat pour les mutations de la classe I.  
 
 
1.4.7.2) Thérapies adaptées aux mutations de classe III  
 Dans cette classe de mutations, le canal CFTR muté se retrouve à la membrane, mais 
présente un défaut d’activation ou possède une fonction de canal Cl- anormale. Les 
potentiateurs, qui permettraient donc l’augmentation de l’activité du canal CFTR, sont des 
composés qui ont été développés spécialement pour cette classe. Il a toutefois été suggéré que 
ces molécules pouvaient également être efficaces dans les classes de mutation IV, où la 
conductance est altérée ainsi que dans les classes V et VI, où le nombre canaux actifs est 
réduit (voir Figure 12) (37). Il semblerait que les potentiateurs puissent agir par différents 
mécanismes d’action. Certains de ces composés augmenteraient la concentration d’AMPc 
cytosolique pour favoriser la phosphorylation du canal ou pourraient inhiber les phosphatases 
pour empêcher la déphosphorylation de celui-ci. D’autres composés pourraient également 
induire l’activation du canal par des interactions directes  (24;190;193).  
 Il existe plusieurs potentiateurs, tels que le benzimidazolone et la génistéine, qui 
agiraient par le même mécanisme. Ils inhiberaient l’hydrolyse de l’ATP, stabilisant ainsi l’état 
ouvert du canal (24;194). D’autre part, la phloxine B lierait directement le CFTR et 
prolongerait l’ouverture du canal (24;195). Enfin, il a été démontré que l’activateur GPact-11a 
augmenterait le courant Cl- via le CFTR dans différentes lignées cellulaires et divers modèles 
ex vivo (24;196).  
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 Dans les expériences in vitro, le potentiateur VX-770 (ou Ivacaftor) favoriserait la 
sécrétion de Cl- et augmenterait la probabilité d’ouverture du canal (191;197). Durant les 
essais cliniques sur des patients G551D, il a été démontré que ce composé diminuait la 
concentration de sel dans la sueur, améliorait le PD et la fonction respiratoire, et finalement, 
favorisait un gain de poids. Ainsi, le VX-770 permettrait une amélioration de la qualité de vie 
des patients FK et constitue la première thérapie disponible traitant directement le défaut de 
base du CFTR (8;198;199).  
 Il a été démontré que le VX-770 pouvait non seulement être efficace pour la mutation 
G551D, mais aussi pour d’autres mutations de la classe III similaires à G551D, ainsi que la 
mutation R117H de la classe IV. Une autre étude clinique de phase II a testé l’efficacité du 
VX-770 sur les patients homozygotes ¨F508. Comme attendu, un faible niveau d’expression 
du CFTR à la membrane aurait été détecté, mais aucune amélioration des paramètres cliniques 
n’a été observée (7).  
 Il a aussi été rapporté que de fortes doses de potentiateurs pouvaient inhiber l’activité 
du canal CFTR. En effet, ceux-ci se fixeraient à deux sites différents au niveau des NBD, soit 
à un site «activateur» et/ou à un site «inhibiteur». Cette interaction serait en plus dépendante 
du pH cytosolique, qui deviendrait plus acide durant les phases d’infection et d’inflammation. 
Ces évidences révèlent que l’efficacité des potentiateurs pourrait être altérée dans les voies 
aériennes infectées et enflammées des patients FK (193). 
 
1.4.7.3) Thérapies adaptée aux mutations de classe II  
 Dans le but de rétablir une expression du canal CFTR à la membrane, des correcteurs 
ont été développés afin de favoriser la maturation partielle des protéines mal repliées 
(mutations de classe II) (voir Figure 12). En fait, ces petites molécules permettraient au 
CFTR-ΔF508 d’échapper à la machinerie cellulaire et à la dégradation par ERAD (ER-
associated degradation) (37;52;79;200). Bien que l’exposition aux correcteurs induise une 
expression membranaire du CFTR-ΔF508, son activité ainsi que sa demi-vie resterait toutefois 
grandement réduites comparativement à un canal CFTR normal (201-203). Malgré une 
efficacité limitée de ces composés, ils demeuraient quand même une approche intéressante, 
puisqu’une récupération de seulement 5 à 10% de l’expression totale de CFTR pourrait être 
suffisante afin d’améliorer les symptômes des patients FK et leur fonction respiratoire 
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(79;200;201). Les correcteurs de CFTR, qui ont été développés, sont classés en 2 catégories : 
les chaperonnes chimiques et les chaperonnes pharmacologiques, comme décrit ci-dessous. 
 
1.4.7.3.1) Les chaperonnes chimiques  
 Les chaperonnes chimiques, sans se fixer directement sur le CFTR mutant, seraient 
capables de stabiliser la protéine durant son repliement (201). Par le passé, les osmolytes, 
empêchant l’agrégation des domaines du CFTR partiellement repliés, semblaient donc être des 
molécules intéressantes. Le 4-phenylbutyrate, un inhibiteur d’histone déacétylase, ainsi que le 
curcumin ou la thapsigargine, inhibiteurs des Ca2+-ATPases du réticulum sarcoplasmique, font 
partie de ces molécules. Cependant, l’action des osmolytes n’était pas spécifique au CFTR mal 
replié, ce qui pouvait affecter d’autres voies métaboliques. De plus, leur seuil thérapeutique 
était relativement élevé (200;201;204).  
 
1.4.7.3.2) Les chaperonnes pharmacologiques 
Les chaperonnes pharmacologiques permettraient le repliement et la maturation du 
CFTR muté hors du réticulum endoplasmique, soit par interaction directe, soit par la 
régulation des protéines impliquées dans les processus de maturation/dégradation du CFTR 
(55;190).  
Le Corr-2b, le Corr-4a, le VRT-532 et le VRT-325 font partie de la première 
génération de correcteurs à avoir été développée. Il a été démontré qu’ils étaient efficaces pour 
restaurer un courant Cl- activé par l’AMPc. Il semblerait qu’ils interagiraient directement avec 
le CFTR muté et favoriseraient l’assemblage des TM et des MSD (201;204). En effet, il a été 
rapporté que la fixation du Corr-4a sur le CFTR muté pouvait moduler l’interaction entre 
certains segments de la protéine permettant le bon repliement des MSD (52;205). Toutefois, 
dépendamment du type cellulaire, d’autres mécanismes d’action ont également été identifiés 
pour ce correcteur. En effet, il a été démontré, dans un cas, que le Corr-4a se lierait au CFTR 
muté et empêcherait ainsi l’interaction de celui-ci avec la chaperonne Hsc70, protéine 
importante dans la machinerie de dégradation du CFTR (206). Ceci entraînerait alors un 
changement allostérique du NBD1 favorisant son repliement évitant ainsi la dégradation. Dans 
une autre étude, il a plutôt été proposé que le Corr-4a était capable d’inhiber la cascade E1-E3 
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régulant le processus d’ubiquitination des protéines destinées à la dégradation, dont le CFTR-
¨F508 (200).  
Le correcteur VRT-325, que nous avons utilisé dans nos études, favoriserait les 
interactions entre les MSD, permettant ainsi un meilleur assemblage des segments 
transmembranaires (201;207). De plus, il a été suggéré que le VRT-325 servirait de point 
d’ancrage pour les segments transmembranaires du CFTR à la membrane (204). Par contre, à 
haute concentration, le VRT-325 perdrait ses effets bénéfiques sur la correction du CFTR en 
réduisant l’affinité de l’ATP pour le site catalytique à l’interface des NBD et affectant ainsi la 
stabilité du canal à l’état ouvert (208). Il a été démontré que le VRT-325 ne se liait pas au 
même endroit que l’ATP au site catalytique. En fait, il préviendrait, à fortes doses, la liaison 
de l’ATP, plutôt en tant qu’inhibiteur allostérique, ce qui modifierait l’hétérodimérisation des 
NBD affectant ainsi l’ouverture du canal (208). Il a aussi été proposé que le VRT-325 se 
lierait sur les canaux CFTR-ǻF508, stabilisant ainsi un certain nombre de canaux mutés à la 
membrane, leur évitant ainsi d’être prématurément recyclés (200;208). 
 Le VRT-532, d’abord identifié comme potentiateur, serait également capable de 
favoriser la correction du CFTR muté via une interaction directe (200;201;207;209). Il a été 
proposé que le VRT-532 stabiliserait l’état ouvert du canal, en se liant soit à l’interface des 
NBD1-NBD2, soit sur les boucles intracellulaires ou bien encore sur le domaine R (210-212). 
Ce composé serait toutefois moins efficace que le Corr-4a et le VRT-325 (201). 
Les composés benzo(c)quinolizinium, tels que le MPB-91 et le MPB-07, ont 
également des propriétés correctrices. Le MPB-91 empêcherait la dégradation protéolytique 
entre le NBD1 et le domaine R sur le CFTR-¨F508 (213;214). De façon intéressante, le MPB-
07 permettrait l’adressage spécifique du CFTR-¨F508 (24;215). Ces molécules seraient 
capables d’augmenter l’expression membranaire du CFTR et de stimuler l’activité de ces 
canaux corrigés (213). 
Le miglustat, un médicament déjà approuvé pour le traitement de la maladie de 
Gaucher, permettrait de restaurer un CFTR fonctionnel dans plusieurs types cellulaires. Son 
mode d’action passerait par l’inhibition de l’étape de glycosylation du CFTR par la α-1,2-
glucosidase (216;217). Ce phénomène, ainsi bloqué, préviendrait l’interaction entre le CFTR 
et la calnexine, évitant l’adressage de la protéine mutée vers la dégradation (216). De plus, ce 
correcteur possèderait également des propriétés anti-inflammatoires. En effet, il diminuerait 
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l’expression des récepteurs glycolipidiques du PAO1, la souche de laboratoire de P. 
aeruginosa, et la production d’IL-8, IL-1ȕ et TNF-Į (216). 
Différentes équipes se sont ensuite intéressées aux inhibiteurs de la phosphodiestérase 
5, tels que le sildenafil ou le vardenafil, qui favoriseraient la maturation et l’expression du 
CFTR-ǻF508 à la membrane, permettant de rétablir un courant Cl- activé par l’AMPc (37;79). 
Il a été montré que le vardenafil serait également capable d’atténuer la réponse inflammatoire 
en réponse au LPS de P. aeruginosa (24;218). Un analogue structural du sildenafil, le 
KM11060, induirait la maturation du CFTR muté, soit par la phosphorylation du CFTR ou par 
l’altération des processus impliqués dans son repliement (79).  
Le RDR1 a aussi démontré sa capacité à induire la maturation du CFTR-ǻF508 ainsi 
que son adressage à la membrane. Il serait également capable de restaurer le mécanisme 
d’ouverture semblable à un CFTR sauvage. Le RDR1 se fixerait sur le NBD1, mais pas aux 
même sites que le VRT-532 (211;219).  
La glafenine est un anti-inflammatoire non-stéroïdien utilisé dans le traitement de la 
douleur. Toutefois, ce composé semblerait également capable d’induire des courants Cl- CFTR 
dans plusieurs types cellulaires. Il augmenterait également l’expression membranaire du 
CFTR, sans affecter les niveaux d’ARNm (220).  
Les composés C4 et C18 ont été développés plus récemment. Ils permettraient 
l’adressage du canal CFTR muté à la membrane (221) en favorisant le recyclage des canaux 
aux dépends de la voie de dégradation (222). Le C18 induirait une meilleure correction, 
jusqu’à 3,5 fois plus, de l’expression membranaire du CFTR que le composé C4 (221). 
Un des correcteurs les plus étudiés ces dernières années a été le Vx-809. Les premières 
études in vitro ont démontré qu’il améliorait le repliement et la maturation des canaux mutés, 
résultant en une augmentation de l’expression du CFTR à la membrane (223). Des essais 
cliniques ont ensuite permis d’observer une diminution significative de la concentration de sel 
dans la sueur suite à des traitements au Vx-809, sans toutefois mesurer une amélioration de la 
fonction pulmonaire (224). Puisque le Vx-809 avait un effet limité lorsqu’administré seul, des 
équipes ont ensuite testé l’efficacité de sa combinaison avec le potentiateur VX-770 
(225;226). Par le passé, il a été démontré que les correcteurs du CFTR ne permettaient qu’une 
correction partielle du canal. De plus, il semblerait qu’un canal CFTR corrigé était plus 
instable à la membrane et qu’il répondait moins bien à l’AMPc (202;203;227). Ainsi, il a été 
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proposé que l’ajout d’un potentiateur, stimulant le peu de canaux présents à la membrane, 
permettrait d’obtenir des effets bénéfiques plus significatifs. Effectivement, c’est avec une 
combinaison des doses les plus fortes de Vx-809 et de VX-770 qu’une amélioration de la 
fonction pulmonaire de presque 9% a pu être mesurée (225;226). Une autre étude sur une 
population plus large est présentement en cours pour confirmer l’efficacité de cette thérapie 
combinant ces 2 composés (7).  
L’idée de combiner les correcteurs est venue dès le développement de ces premiers 
composés (204). En fait, les auteurs de ces études s’étaient vite rendu compte que ces 
molécules ne permettaient qu’une correction partielle du canal CFTR. À travers les années, 
plusieurs combinaisons ont été testées in vitro (51;204;221;228), mais aucune combinaison 
jusqu’à ce jour n’a eu des effets significativement escomptés. Récemment, Okiyoneda et al. 
ont proposé que les correcteurs doivent être classés selon leur mode d’action (229). En effet, la 
première classe regrouperait les molécules qui permettraient les interactions entre les 
domaines favorisant ainsi le repliement du canal, alors que les composés de la deuxième classe 
cibleraient le défaut d’assemblage du NDB2. Les correcteurs de la troisième classe viseraient à 
stabiliser la conformation du NBD1-¨F508. Selon les auteurs, la combinaison des trois types 
de molécules, corrigeant les différents défauts structuraux du CFTR muté, constituerait une 
meilleure approche thérapeutique. 
Plusieurs études démontrent également que l’efficacité des correcteurs varie d’un type 
cellulaire à un autre et d’un patient à un autre (55;230-232). En effet, certains correcteurs 
seraient efficaces pour augmenter la sécrétion de Cl- seulement dans des cellules en lignées et 
n’induraient aucun effet bénéfique dans des cellules humaines primaires des voies aériennes 
(231). Les causes de cette variabilité ne sont pas encore élucidées, mais certaines hypothèses 
ont été proposées. D’une part, il a été suggéré que les voies de biosynthèse et de dégradation 
du CFTR pouvaient varier entre les types cellulaires (232). Ainsi, des différences, d’une 
cellule à l’autre, dans les mécanismes de maturation, d’adressage ainsi que de dégradation (55) 
pourraient alors moduler le nombre de canaux CFTR mutés disponibles à la correction ou 
affecter le mode d’action des molécules correctrices, affectant ainsi donc leur efficacité. 
En résumé, les thérapies adaptées à chacune des classes de mutation constituent un 
domaine très prometteur, puisqu’elles traitent de façon ciblée les défauts du canal CFTR. Un 
bon exemple serait la thérapie à base du potentiateur VX-770 (Ivacaftor ou Kalydeco) 
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nouvellement approuvée pour les patients G551D. Pour ce qui est des mutations de la classe 
II, l’utilisation de plusieurs composés intervenant aux différentes étapes de maturation, 
d’adressage et/ou du repliement de la protéine combinée à l’activation subséquente du canal 
CFTR corrigé pourrait s’avérer être la meilleure stratégie thérapeutique à ce jour. Plusieurs 
études et tests restent cependant à faire pour identifier les composés les plus efficaces et 
compatibles.  
 
1.4.8) Conclusions concernant les thérapies en fibrose kystique 
La pathologie de la FK est caractérisée par un dysfonctionnement du transport ionique, 
une réponse inflammatoire chronique exacerbée et des infections récurrentes. Tous ces 
phénomènes entraînent des lésions épithéliales et un remodelage important qui favorisent la 
progression de la maladie. Aucune thérapie traitant tous les aspects de la pathologie n’est 
disponible à ce jour. La correction du défaut de base du CFTR pourrait devenir une option 
intéressante, en permettant le rétablissement de la fonction du canal et en favorisant la 
clairance mucociliaire. Toutefois, même avec les correcteurs les plus efficaces, le dommage 
tissulaire chez les patients dont l’atteinte pulmonaire est déjà trop avancée demeurera et ne 
pourra probablement pas être renversé. C’est pourquoi la meilleure option pour l’instant reste 
de traiter les symptômes, de corriger le défaut de base du CFTR et d’opter pour des thérapies 
complémentaires afin de promouvoir la régénération épithéliale des voies aériennes, ce qui 




Chapitre 2 – Hypothèses de travail 
 La pathologie de la fibrose kystique (FK) est causée par les mutations du gène codant 
pour le canal Cl- CFTR (1;2). La mutation la plus fréquente en FK est la délétion du résidu 
Phe508 (¨F508), qui cause un mauvais repliement du canal entraînant sa dégradation (53;54). 
Au niveau des voies aériennes, un contrôle adéquat du transport des ions et des fluides est 
nécessaire au maintien du volume périciliaire et d’une clairance mucociliaire efficace, assurant 
le bon fonctionnement du système respiratoire. L’absence du canal CFTR entraîne un 
dysfonctionnement du transport de Cl- et de la clairance mucociliaire. Il en résulte une 
accumulation importante de mucus épais et visqueux obstruant les voies aériennes et 
favorisant la colonisation bactérienne et l’inflammation (17;61;65). La présence persistante 
d’oxydants, de protéases et de différents médiateurs inflammatoires entraînerait une 
destruction graduelle de l’épithélium des voies aériennes, ce qui résulte en une perte de 
l’intégrité épithéliale et un remodelage tissulaire (94;101;107;110). Il a été suggéré par ailleurs 
que la perte de l’intégrité épithéliale pouvait favoriser l’adhérence de la bactérie Pseudomonas 
aeruginosa (83;87) et donc,  la colonisation bactérienne dans les voies aériennes FK. De plus, 
l’infection chronique ainsi que la présence d’exoproduits bactériens pourraient altérer 
davantage les processus de régénération épithéliale (96-100). Ces phénomènes créeraient ainsi 
un cercle vicieux d’infection, d’inflammation et de dommages épithéliaux (63;65;82), qui 
pourrait accentuer le déclin de la fonction pulmonaire (10;88;101;105;112;116;120).  
En se basant sur ces évidences, nous avons pensé que la promotion de la réparation 
épithéliale des voies aériennes dès les premières insultes deviendrait alors capitale pour 
ralentir la progression de la maladie. Jusqu’à ce jour, très peu d’équipes s’étaient consacrées à 
l’élaboration de stratégies visant à promouvoir la réparation des lésions épithéliales 
pulmonaires. En effet, la plupart des stratégies développées actuellement visent à corriger le 
défaut de base du CFTR et à contrôler les infections bactériennes ainsi que l’inflammation 
chronique.  
L’équipe du Dre Coraux avait démontré, à l’aide d’un modèle de xénogreffe développé 
pour l’étude de la réépithélisation, que les cellules FK présentaient un retard de régénération et 
des anomalies histologiques comparativement à des cellules non-FK. De plus, ce défaut de 
régénération épithéliale semblait être associé à une dérégulation de l’activité des MMP et une 
augmentation de la production d’IL-8 (116). De notre côté, les travaux que j’ai réalisés au 
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cours de ma maîtrise (Trinh et al. AJP 2008) démontraient, en comparaison avec des cellules 
bronchiques saines (NuLi-1), que les cellules bronchiques humaines FK (CuFi-1) exhibaient 
également un retard de réparation (149). Le but de mes travaux de doctorat a été d’étudier la 
réparation épithéliale en FK afin d’abord de mieux comprendre les mécanismes responsables 
du délai de réparation en FK et ensuite, de proposer de nouvelles avenues thérapeutiques. 
 
Mes hypothèses de recherche étaient : 
1) Les observations du Dre Coraux ainsi que celles de notre équipe suggèreraient que les 
cellules FK montraient un délai de réparation et ce, même en absence d’infection et 
d’inflammation (116;149). De plus, une étude par Schiller et al. indiquait que 
l’inhibition de CFTR limitait le processus de migration des cellules Calu-3. Ceci nous 
a amené à poser l’hypothèse que l’épithélium FK pouvait présenter un défaut de 
réparation de base et celui-ci pouvait être directement associé à l’absence de canal 
CFTR fonctionnel. 
2) Il a été démontré que les correcteurs de CFTR facilitent la maturation et  l’adressage 
du CFTR muté à la membrane (37;52;79;200). De plus, il a été suggéré qu’une 
correction du CFTR de seulement 5 à 10% pourrait être suffisante pour améliorer les 
paramètres cliniques des patients FK (79;200;201). Si le défaut de réparation de base 
de l’épithélium FK était réellement dû au dysfonctionnement de CFTR, nous avons 
alors émis l’hypothèse que la correction de celui-ci pourrait améliorer la réparation 
épithéliale. 
3) Enfin, il a été établi que l’infection bactérienne chronique est une composante majeure 
de la pathogenèse de la FK. En effet, plusieurs études rapportent que les bactéries 
sécrètent des exoproduits qui affecteraient les processus de réparation/régénération 
épithéliale (95-97;99;100;111;233-235). C’est pourquoi nous avons voulu mieux 
comprendre l’impact de l’infection sur la fonction du CFTR dans les cellules non-FK 
et sur l’efficacité des correcteurs dans les cellules FK. 
 
Pour tester mes hypothèses de travail, nous avons utilisé différents modèles de cellules 
en lignée, tels que les cellules bronchiques humaines FK CuFi-1 (homozygotes ΔF508) et non-
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FK NuLi-1, les cellules bronchiques FK IB3 (ΔF508/W1282X) et non-FK S9 (cellules IB3 
transduites avec du CFTR-wt) ainsi que les cellules bronchiques FK CFBE41o- surexprimant 
du CFTR-ΔF508 (CFBE-ΔF508) ou du CFTR-wt (CFBE-wt). Lors de notre étude sur le défaut 
de réparation épithéliale en FK, nous avons choisi les lignées cellulaires NuLi-1 et CuFi-1, qui 
expriment des niveaux de base de CFTR, pour pouvoir comparer les vitesses de réparation et 
de migration entre des cellules non-FK et FK. Toutefois, ces cellules sont issues de deux 
patients différents, ce qui aurait pu influencer les résultats observés. Pour pouvoir confirmer 
nos résultats impliquant le CFTR dans les processus de réparation, nous avons ensuite décidé 
d’étudier les paires de cellules IB3 et S9 ainsi que CFBE-ΔF508 et CFBE-wt. Ainsi, 
l’utilisation des cellules S9 et des cellules CFBE-wt, qui ont le même fond génétique que les 
cellules FK correspondantes, nous ont servies à démontrer que la transduction d’un CFTR-wt 
dans des cellules bronchiques FK permettait d’améliorer la capacité des monocouches 
cellulaires à se réparer.  
Afin de valider notre concept dans les lignées cellulaires, nous avons voulu confirmer 
nos résultats dans des cellules humaines primaires des voies aériennes. L’intérêt d’utiliser ces 
cellules humaines primaires vient du fait qu’elles n’ont pas été transformées contrairement aux 
cellules en lignée. Les résultats obtenus sur les cellules humaines primaires ont donc 
l’avantage d’être plus pertinent pour le domaine de recherche pour les patients FK. Nous 
avons donc utilisé des cellules humaines primaires des voies aériennes, que nous avons isolées 
à partir de bronches et de polypes nasaux provenant de patients non-FK et FK.   
 Durant mes travaux, nous avons utilisé différentes approches expérimentales pour 
étudier les différents paramètres de la réparation épithéliale. La capacité de réparation des 
monocouches cellulaires a été évaluée par un modèle de plaie mécanique. Il est bien établi que 
les processus de réparation épithéliale dépendent entres autres des phénomènes de migration et 
de prolifération cellulaire. Ainsi, pour évaluer le rôle de CFTR durant la migration cellulaire,  
nous avons mesurée par vidéo-microscopie les trajectoires de cellules sous-confluentes, mais 
également celles de cellules dans une monocouche en réparation. Par la suite, pour mieux 
comprendre l’implication du CFTR dans le processus prolifératif, nous avons quantifié le 
marquage de la protéine Ki-67 en immunofluorescence dans des cellules en bord de plaies. 
Ensuite, nous avons voulu évalué l’impact du filtrat du P. aeruginosa sur l’expression et la 
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fonction de CFTR. Pour se faire, nous avons mesuré l’expression génique et protéique de 
CFTR par PCR en temps réel ainsi que par immunobuvardage de type Western, alors que la 































Chapitre 3 – Résultats publiés et contribution aux articles 
 Les processus de réparation en FK constituent le principal thème abordé dans les 
travaux que j’ai réalisés durant mon doctorat. Les résultats présentés dans cette thèse révèlent 
pour la première fois que l’épithélium FK présente un défaut de réparation de base et que 
celui-ci pourrait être dû, du moins en partie, au dysfonctionnement du canal CFTR. Ensuite, 
nous avons également montré que les correcteurs du CFTR pouvaient non seulement aider la 
maturation et l’adressage de la protéine mutée, mais pouvaient également améliorer la 
réparation épithéliale. Enfin, nous avons démontré que l’infection, une composante importante 
de la pathologie de la FK, pouvait affecter les fonctions de CFTR et pouvait prévenir les effets 
bénéfiques des correcteurs. Ainsi, ces articles mettent en perspective des points importants à 
prendre en considération lors du développement de nouvelles stratégies thérapeutiques en FK.    
 
3.1) Résultats publiés et contribution aux articles 
Article #1- Résultats publiés et contribution aux travaux 
Trinh NT, Bardou O, Prive A, Maillé E, Adam D, Lingée S, Ferraro P, Desrosiers MY, 
Coraux C, Brochiero E. Improvement of defective cystic fibrosis airway epithelial wound 
repair after CFTR rescue. Eur Respir J 2012; 40: 1390-1400 
 
Résumé :  
 Les lésions épithéliales et le remodelage tissulaire observés au niveau des voies 
aériennes FK seraient des composantes majeures dans la progression de la pathologie. Pour 
confirmer la présence et l’étendue des lésions au niveau des voies aériennes FK, nous avons 
d’abord effectué des analyses ultrastructurales sur des coupes de poumons provenant de 
patients FK collectés au moment de la transplantation. En accord avec les données de la 
littérature, nous avons observé des altérations morphologiques et ultrastructurales incluant de 
l’hyperplasie des cellules basales et caliciformes, de l’hyperplasie glandulaire et de la 
métaplasie squameuse. Cependant, nous avons noté une hétérogénéité de l’atteinte épithéliale 
en fonction des patients et des zones. En effet, nous avons observé des sections complètement 
dénudées exposant la membrane basale, alors que certaines zones demeuraient intactes 
semblables à un épithélium non-FK. Nous avons également discerné des régions présentant les 
signes d’une initiation de réparation épithéliale, qui demeure toutefois visiblement insuffisante 
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pour rétablir l’intégrité de l’épithélium des voies aériennes FK. Le but de notre étude a donc 
été de mieux comprendre, dans un premier temps, cette incapacité de l’épithélium FK à se 
réparer et, dans un deuxième temps, de définir comment le CFTR contribuerait à ce défaut de 
réparation. Nous avons d’abord comparé, à l’aide d’un modèle de plaies mécaniques, la 
réparation de monocouches de cellules FK et non-FK en lignée ainsi que de cellules 
épithéliales primaires humaines nasales et bronchiques issues de patients sains et FK. Ces 
résultats révèlent que toutes les lignées FK ainsi que tous les spécimens FK montraient un 
retard de réparation comparativement aux lignées/spécimens sains correspondants. Afin de 
montrer le rôle du CFTR dans les processus de réparation, nous avons tout d’abord testé 
l’impact de l’inhibition pharmacologique et moléculaire (à l’aide de siRNA) du CFTR dans 
des cellules non-FK. Nos résultats ont démontré que l’extinction et l’inhibition du CFTR 
diminuaient les phénomènes de migration et de prolifération cellulaire ainsi que la capacité de 
réparation des cellules. Nous avons ensuite testé l’hypothèse d’un effet bénéfique de la 
correction du CFTR sur les processus de réparation de l’épithélium FK. Ainsi, nous avons 
observé que la réparation des monocouches de cellules FK transduites avec du CFTR sauvage 
était améliorée. Enfin, nous avons montré, pour la première fois, que la correction du CFTR 
avec le correcteur VRT-325 permettait, de façon intéressante, l’amélioration de la réparation 
de monocouches de cellules primaires humaines bronchiques FK.  
 
Ma contribution : 
 C’est sous la supervision de ma directrice de recherche, Dre Emmanuelle Brochiero, 
que j’ai participé au design expérimental et réalisé la majeure partie des expériences 
présentées dans cet article. J’ai également effectué les analyses et l’interprétation des données 
et participé à la rédaction du manuscrit. Toutefois, les coupes et analyses histologiques ont été 
effectuées par l’équipe du Dre Christelle Coraux de l’Université de Reims en France. 
 
Article #2 – Manuscrit en préparation pour soumission et contribution aux travaux 
Trinh NT, Bilodeau C, Maillé E, Quintal MC, Desrosiers MY, Lukacs G, Rousseau S, 
Brochiero E. Deleterious impact of Pseudomonas aeruginosa on CFTR expression and 




Résumé :  
 L’infection bactérienne, spécialement par la bactérie P. aeruginosa, est un paramètre 
important de la pathogenèse de la FK. Toutefois, l’effet de l’infection sur la fonction du CFTR 
n’a pas été totalement élucidé et son impact sur l’efficacité des correcteurs du CFTR n’a 
jamais été étudié à ce jour. Le but de notre étude a donc été d’évaluer les effets des 
exoproduits contenus dans le filtrat bactérien de P. aeruginosa (PsaDM, P. aeruginosa 
diffusible material) sur l’expression et la fonction du CFTR dans les cellules non-FK et sa 
correction dans les cellules FK. Nous avons d’abord montré que la fonction de CFTR dans des 
cellules épithéliales bronchiques saines (CFBE-wt) était grandement altérée en présence de 
PsaDM. Nous avons aussi observé que l’expression protéique, et non l’expression génique, de 
CFTR était fortement diminuée après un traitement avec le filtrat bactérien dans les cellules 
saines et FK. En effet, nous avons noté une diminution du niveau d’expression des formes 
matures et immatures (correspondant aux bandes C et B, respectivement, en 
immunobuvardage de type Western) dans les cellules saines CFBE-wt ainsi qu’une diminution 
de la forme immature (bande B) présente dans les cellules FK CFBE-¨F508. Nos résultats 
suggèrent aussi que les exoproduits de P. aeruginosa diminueraient la biosynthèse des canaux 
CFTR de type sauvage (CFTR-wt) tout en induisant une augmentation de leur dégradation. De 
plus, nous avons démontré que le filtrat bactérien de P. aeruginosa affectait de façon 
importante la maturation du CFTR dans les cellules FK induite par le correcteur VRT-325. 
Nous avons également mesuré, dans les CFBE-¨F508 traitées avec du VRT-325, des courants 
Cl- activés par l’AMPc plus faibles suite à un traitement avec du PsaDM. Enfin, nous avons 
confirmé l’effet délétère des exoproduits de P. aeruginosa sur les courants CFTR-wt et sur les 
courants CFTR-¨F508 corrigés avec le VRT-325 à partir de cultures différenciées de cellules 
primaires humaines des voies aériennes issues de patients sains et FK. 
 
Ma contribution :  
 J’ai participé au design expérimental et j’ai réalisé la plupart des expériences, leurs 
analyses et interprétations sous la supervision du Dre Emmanuelle Brochiero. Les expériences 
de biosynthèse et de dégradation du CFTR ont été réalisées à l’aide des judicieux conseils du 
Dr Simon Rousseau des laboratoires Meakins-Christie de l’Université de McGill.  
 
Improvement of defective cystic fibrosis
airway epithelial wound repair after CFTR
rescue
Nguyen Thu Ngan Trinh*,#, Olivier Bardou*,#, Anik Prive´*, Emilie Maille´*,
Damien Adam", Sarah Linge´e", Pasquale Ferraro*,+, Martin-Yvon Desrosiers*,
Christelle Coraux" and Emmanuelle Brochiero*,#
ABSTRACT: Airway damage and remodelling are important components of lung pathology
progression in cystic fibrosis (CF). Although repair mechanisms are engaged to restore the
epithelial integrity, these processes are obviously insufficient to maintain lung function in CF
airways. Our aims were therefore to study how the basic cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) defect could impact epithelial wound healing and to determine if
CFTR correction could improve it.
Wound-healing experiments, as well as cell migration and proliferation assays, were performed
to study the early phases of epithelial repair in human CF and non-CF airway cells. CFTR function
was evaluated using CFTR small interferring (si)RNA and inhibitor GlyH101 in non-CF cells, and
conversely after CFTR rescue with the CFTR corrector VRT-325 in CF cells.
Wound-healing experiments first showed that airway cells from CF patients repaired slower
than non-CF cells. CFTR inhibition or silencing in non-CF primary airway cells significantly
inhibited wound closure. GlyH101 also decreased cell migration and proliferation. Interestingly,
wild-type CFTR transduction in CF airway cell lines or CFTR correction with VRT-325 in CFBE-
DF508 and primary CF bronchial monolayers significantly improved wound healing.
Altogether our results demonstrated that functional CFTR plays a critical role in wound repair,
and CFTR correction may represent a novel strategy to promote the airway repair processes in
CF.
KEYWORDS: Bronchial, CFTR channel, CFTR corrector, damage, nasal, wound healing
I
n cystic fibrosis (CF), mutations of the gene
coding for cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator (CFTR) channels cause
dysfunction of chloride (Cl-) secretion, resulting in
unbalanced ion and fluid transport that reduces
mucociliary clearance in the airways and favours
bacterial colonisation and chronic inflammation
[1]. The presence of bacterial virulence factors,
proteases and inflammatory mediators are then
responsible for airway damage and remodelling
[2, 3]. Severe bronchiectasis is the most commonly
observed structural abnormality in CF airways.
Ultrastructural modifications, including epithelial
shedding [4–7], also occur, but their extent and
severity are not well defined. The outcomes for the
loss of epithelial integrity may be multiple. For
example, epithelial shedding could play a role in
bacterial colonisation by favouring Pseudomonas
aeruginosa adherence [8–11], thus contributing to
the progression of CF lung disease.
After injury, epithelial tissues initiate several
repair processes, including cell spreading, migra-
tion, proliferation and re-differentiation, in an
attempt to restore the normal architecture [12].
These processes are controlled by several growth
factors, including epidermal growth factor (EGF),
through EGF receptors (EGFR), which is a con-
vergent pathway that produces motility and
proliferative responses [3, 13–17]. We recently
demonstrated that an autocrine EGF/EGFR loop
and K+ channel function are critical for epithelial
repair [17]. Despite the establishment of epithelial
repair mechanisms and the presence of high levels
of growth factors in CF-patients’ airways [3],
airway epithelia are gradually damaged and
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remodelled in CF patients. However, it is not yet clear whether
the inability of CF airways to regenerate themselves is due to a
basic repair defect of CF airway epithelia and/or to deleterious
infectious and inflammatory mediators. Several lines of evi-
dence indicate that the basic CFTR defect could impair epithelial
repair and regeneration, even in the absence of infection. In
fact, abnormal and delayed regeneration of CF airway epithelia
were first observed in a nude mice xenograft model [18].
Subsequently, our in vitro data indicated that wound healing
and cell migration in CF (CuFi-1) bronchial cell monolayers
were slower than in non-CF (NuLi-1) cell monolayers [17]. In
addition, it was shown that CFTR inhibition or knockdown in
human airway epithelial cell line Calu-3 cells slowed down
wound repair [19].
The first goal of our study was to test the hypothesis that the
early processes engaged in airway epithelial repair are delayed
in the primary monolayers from CF patients. To prove the
involvement of CFTR channels, we evaluated the effect of
CFTR downregulation on epithelial wound healing, as well as
on cell migration and proliferation. Finally, we tested for the
first time the ability of the CFTR corrector VRT-325 to improve
CF airway epithelial wound healing.
MATERIALS AND METHODS
Histological analysis of bronchial sections
CF lung tissues were sourced from ten DF508/DF508 CF
transplanted patients (median age 21 yrs at time of lung
transplantation), chronically infected by P. aeruginosa, either
alone or associated with Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Burkholderia cepacia or Aspergillus. Non-CF control bronchial
tissues were obtained from donor organs not employed for
transplantations. Tissue samples were fixed in Shandon
Cryomatrix frozen embedding medium (Thermo Fisher
Scientific, Kalamazoo, MI, USA) and snap frozen in liquid
nitrogen before cutting into serial 5-mm sections and staining
with the Shandon Rapid chrome H&E frozen section staining
kit (Shandon, Thermo Fisher Scientific).
Cell culture
Several non-CF and CF cell lines have been used: NuLi-1 and
CuFi-1 (homozygous DF508/DF508), both generously provided
by J. Zabner (University of Iowa, Iowa City, IA, USA) [20], IB3
(DF508/W1282X, ATCC) and S9 (wild type (wt)-CFTR geneti-
cally repaired CF IB3 cells, ATCC); CFBE41o- transduced with
wt-CFTR (CFBE-wt) or DF508-CFTR (CFBE-DF508) [21], kindly
provided by J. Hanrahan (McGill University, Montreal,
Quebec, Canada). Cell culture conditions are detailed in the
online supplementary material.
Primary human bronchial cells were isolated from CF homo-
zygous DF508/DF508 lung transplants (median age 31 yrs,
mean forced expiratory volume in 1 s (FEV1) 23.6¡2.1%) and
non-CF donors, while primary human nasal cells were
recovered after polypectomy procedures from non-CF and CF
patients (with various genotypes, i.e. two homozygous DF508/
DF508, one DF508/A555E and one C621+1GRT/P-L206W,
median age 16 yrs, mean FEV1 of 81.6¡14.2%), according to
ethically approved protocols. Cell isolation and culture condi-
tions are provided in the online supplementary material.
Wound-healing assay
Airway epithelial cells were injured mechanically with a P10
pipette tip (six wounds per Petri dish) according to a highly
reproducible technique [16, 17, 22]. This commonly employed
‘‘wound-healing assay’’ allows study of early mechanisms
engaged after injury, i.e. cell migration and proliferation. A
mark on the Petri dishes allowed us to photograph the wounds
at exactly the same place at various times (at time 0 after injury
and after 6 h and/or 24 h of wound closure). The rate of
wound closure, presented in mm2?h-1, was calculated with
ImageJ software (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) from the wound area measured after repair compared
with the initial wound area.
Time-lapse experiments
NuLi-1 and CuFi-1 cell migratory rates (mm?h-1) were evaluated
by single-cell tracking at the wound edge in videomicroscopy
experiments, over a 60-min period of repair (610 enlargement).
In primary nasal cells, time-lapse experiments were performed
over a 6-h period on subconfluent monolayers (620 enlarge-
ment). The migration rate and cell trajectories were analysed by
AxioVision software (Carl Zeiss, Jena, Germany).
Cell proliferation assays
Cell growth during wound-healing assays was evaluated by
counting NuLi-1 and CuFi-1 cell numbers after separation
using trypsin-EDTA in confluent monolayers before injury, at
time 0 after injury and after 24 h of wound healing [22]. Cell
viability was verified by trypan-blue exclusion assay. Cell
proliferation was also estimated by [3H]thymidine incorpora-
tion (0.5 mCi?mL-1; MP Biochemical, Irvine, CA, USA) over 6-h
and 18-h periods in subconfluent NuLi-1 and CuFi-1 cultures,
as previously described [17].
Proliferation of primary nasal cells during wound healing
was assessed by Ki-67 staining. Briefly, confluent nasal cell
monolayers, cultured on Labtek chamber slides (Thermo
Fischer Scientific, Rochester, NY, USA), were fixed in methanol
at time 0 after injury and after 6 h and 18 h of repair, before
staining with anti-Ki67 antibody (Dako Denmark, Glostrup,
Sweden), then with Alexa fluor 488 goat anti-mouse secondary
antibody (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), and finally counter-
staining with 49,6-diamidino-6-phenylindole (DAPI; Sigma-
Aldrich Company Ltd, Gillingham, UK). The results are
presented as a percentage of Ki-67 positive proliferating cells
compared with total cells.
Small interferring (si)RNA transfections
Cell suspensions of non-CF primary human nasal epithelial
cells were transfected for 72 h with a combination of
LipofectamineTM RNAiMAX (Invitrogen) and Universal nega-
tive control or CFTR siRNA (Sigma-Aldrich) and plated on Petri
dishes coated with Purecol (Advanced Biomatrix, San Diego,
CA, USA).
Statistics
The data are presented as mean¡SE with the number of
repeated experiments and number of specimens indicated in
the figure legends. Groups were compared by paired or
unpaired t-test (as indicated) with Statview software (SAS
Institute, Cary, NC, USA). Probability of p,0.05 was considered
to be significant.
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RESULTS
Histological modifications of the CF airway epithelia
Histological alterations and remodelling of CF airways were
analysed in bronchial sections of lung tissues collected from CF
patients. In seven out of 10 patients, we detected focal areas
with normal architecture of the pseudo-stratified epithelium
(fig. 1b), similar to non-CF samples (fig. 1a). However, all 10
patients presented large areas of epithelial shedding at the
lobar (fig. 1c) and segmental (fig. 1d) bronchial levels. In two
out of 10 CF patients, partially repaired epithelial areas, with
flattened epithelial cells covering the basement membrane,
were observed (fig. 1f). In addition to epithelial injury,
extended epithelial remodelling was noted with basement
membrane thickening (fig. 1e), basal (five out of 10 patients)
and secretory (seven out of 10 patients) cell hyperplasia
(fig. 1g), gland hyperplasia and hypertrophy (10 out of 10
patients; fig. 1h) as well as squamous metaplasia (seven out of
10 patients; fig. 1i).
Defective repair in human CF cell lines and primary cells
A well-established wound-healing assay with mechanical
injury [16, 17, 22–24] was used to study the early processes
of airway repair, especially cell migration and proliferation
(fig. 2). We first observed that the wound-closure rate in non-
CF NuLi-1 cell monolayers was significantly higher than in
CuFi-1 cell monolayers (fig. 2a). To further investigate the
delay in CF wound repair, we also evaluated their migratory
and proliferative capacity after injury. The cell migration,
assessed by tracking single, randomly selected cells at the
wound edge in videomicroscopy experiments, showed that the
mean migration rate of NuLi-1 cells was faster than that of
CuFi-1 cells (fig. 2b). Cell growth was then compared in




FIGURE 1. Airway epithelial alteration and remodelling in cystic fibrosis (CF) patients. Microscopic histological observation of haematoxylin and eosin stained non-CF (a)
and CF (c–i) lobar and segmental bronchial sections. b) shows an intact pseudostratified area with basal, ciliated and goblet cells in CF bronchial epithelium that is similar to
that observed in the non-CF airway epithelium (a). c) Lobar and d) segmental sections, respectively, show epithelial desquamation (arrows) with complete basement
membrane denudation and areas where some basal cells are still attached to the basement membrane (arrowheads). e) White arrows show basement membrane thickening.
f) Apparent epithelial repair with typically flattened cells covering the basement membrane (arrows) is observed. g) Basal and goblet cell hyperplasia is generally evident
(indicated by white arrow and black arrowheads, respectively), as are gland hyperplasia (h) and squamous metaplasia (i). Magnifications are610 (a–g, i) and620 (h). a–i)
Scale bar 5 50 mm.
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mean total number of cells was reduced by 25% compared
with the intact monolayer. After 24 h, the NuLi-1 and CuFi-1
cell counts returned to the initial level measured before injury,
indicating an active cell growth during wound healing in both
cell lines (fig. 2c). Similarly, [3H]thymidine incorporation over
shorter time periods (6 h and 18 h), in subconfluent, intact
cultures indicated similar cell proliferation in both cell types
(fig. 2d). Therefore, the delay in CuFi-1 wound closure most
likely seems to be due to a difference in migratory rather than
proliferative capacity.
Because the delay in CuFi-1 wound healing could be attributed
to a genotypic difference between NuLi-1 and CuFi-1 cells, we
decided to compare primary airway epithelial cells isolated
from non-CF and CF patients. The wound-closure rate of CF
human bronchial cell monolayers was 63% slower than that of
non-CF bronchial monolayers (fig. 3a and b). However,
because these CF specimens were collected from transplants
with late-stage lung disease (mean FEV1 of 23%), we decided
to examine a possible wound-healing delay in nasal primary
airway cells from younger CF patients with better clinical
conditions (mean FEV1 of 82%). We found that the wound
closure in CF human nasal monolayers was delayed when
compared with non-CF (53% slower wound-healing rate,
fig. 3c and d). Taken together, our results demonstrated that
CF airway epithelia exhibit a defect in wound repair after
injury.
Role of CFTR channels in wound healing
To determine if the absence of functional CFTR could affect the
wound-healing capacity and could be responsible for the
































































































































FIGURE 2. Delayed wound closure and cell migration in cystic fibrosis (CF) bronchial cell line (CuFi-1). a) Bronchial NuLi-1 and CuFi-1 cells were mechanically injured
and wound healing was followed over a 6-h period (n523, #: p,0.0001). Wound-closure rates and representative photographs at 0 h and 6 h are presented. b) Cell migration
rates during repair of NuLi-1 and CuFi-1 cells (30 cells at the wound edge per experiment, n57; *: p,0.05) were calculated from live time-lapse videomicroscopy experiments
over a 1-h period after injury to focus on cell migration and to avoid any significant cell proliferation. c) Cell growth during repair was estimated from the number of NuLi-1 and
CuFi-1 cells counted before injury (intact), at time 0 after wounding, and finally after 24 h of repair (n58; nonsignificant (NS)). d) Cell proliferation of subconfluent NuLi-1 and
CuFi-1 cell monolayers were estimated by [3H]thymidine incorporation (Bq?cm-2) over shorter periods of time (6 h and 18 h, n59; NS).
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transfectedwith either universal negative control or CFTR siRNA.
The efficiency of CFTR siRNA to downregulate CFTRmRNA and
protein expression was verified first (fig. S1). We found that
partial CFTR silencing elicited a significant decrease in wound
healing (fig. 4a and b) in all nine tested patients (mean closure
rates of 79,528¡12,463 and 55,649¡10,176 mm2?h-1 in control and
CFTR siRNA conditions, respectively; p,0.002). To determine if
the Cl- conductance through CFTR channels is involved in this
phenomenon, the impact of the CFTR inhibitor GlyH101was
tested. As depicted in fig. 4c and d, GlyH101 reduced the wound-
healing rates of the nasal cell monolayers by 47%.
The role of CFTR in cell migration dynamics was assessed by
single-cell tracking of subconfluent non-CF nasal cells in
videomicroscopy. As observed in fig. 5a, CFTR inhibition
reduced cell migration rates and affected cell trajectories. The
effect of CFTR inhibition on cell proliferation, estimated by
Ki-67 staining of nasal cells during wound healing, was also
determined. CFTR inhibition elicited a slight, nonsignificant
decrease in Ki-67 positive cells at 6 h; however, it reduced by
one-third (p,0.03) the number of proliferating cells at 18 h of
wound healing as reported in figures 5c and d. Altogether,
these results indicate that functional CFTR channels are crucial
for airway wound healing, as well as cell migration and
proliferation processes.
Impact of CFTR correction on airway wound healing
Since the observed delay in CF wound healing may be due, at
least in part, to CFTR dysfunction, a possible beneficial impact
of CFTR correction was evaluated. The wound-healing rates of
the CF cell line IB3 and the wt-CFTR corrected IB3 (S9) cell line
were compared: S9 cell monolayers exhibited a 30% increase in
the wound-healing rate compared with IB3 (fig. 6a) Similarly,
we noted ,1.3-fold improvement in the wound-healing
capacity of CFBE41o- cells over-expressing wt-CFTR relative

















































































FIGURE 3. Delayed wound closure in human cystic fibrosis (CF) primary airway cell monolayers. a, b) Monolayers of primary human bronchial cells, from non-CF donors
(n57) and CF recipient patients (DF508/DF508, n58; #: p,0.03) isolated after lung transplantation and c, d) primary human nasal cells from non-CF and CF patients (n54; ":
p,0.006) were wounded. Their wound-healing rates were compared after 6 h (b, d). Representative photographs at 0 h and 6 h after injury are presented in a) and c).
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New pharmacological tools, including the corrector VRT-325
have been shown to rescue misprocessed CFTR, particularly
DF508-CFTR [25–28]. We first verified that VRT-325 was able to
partially rescue CFTR protein and to recover channel activity in
CFBE-DF508 cells (fig. S3). VRT-325 also significantly enhanced
the wound-repair rates of CFBE-DF508 cell monolayers (fig. 7a)
reaching a level closer to that of CFBE-wt. Interestingly, CFTR
rescue with VRT-325 also improved the wound-healing rates in
primary bronchial cell monolayers from all four tested CF lung
transplants (mean 1.8-fold increase; fig. 7b).
DISCUSSION
Our study first revealed extended epithelial damage and
remodelling in bronchial sections taken from CF patients.
Despite the establishment of epithelial repair, in an attempt to
restore the epithelial barrier, these mechanisms seem obviously
insufficient to maintain a normal epithelial architecture. In fact,
our results demonstrate that wound healing is delayed in CF
epithelia compared with non-CF controls. In addition, our data
suggest that functional CFTR channels are crucial for wound
healing, as well as cell migration and proliferation processes.
Interestingly, CFTR correction improves the wound-repair
rates of CF cell monolayers. Taken together, our findings
establish that CFTR is important in the early airway epithelial
repair processes and highlights a new, unsuspected function of






















































































FIGURE 4. Decreased wound healing after cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) silencing and inhibition in primary airway cell monolayers. a, b)
Primary airway nasal non-cystic fibrosis (CF) cells were transfected with universal negative control siRNA (100 nM) or CFTR siRNA (100 nM). Wound-healing rates were
measured at 6 h after injury in both conditions (negative control or CFTR siRNA; #: p,0.02) for nine different patients (each symbol represents a different patient). c, d)
Wound-healing rate of primary non-CF nasal cell monolayers was measured at 6 h after injury in the presence or absence (control) of the CFTR inhibitor GlyH101 (20 mM, 1-h
pre-treatment, n56; ": p,0.03). Representative photographs at 0 h and 6 h are presented in a) and c).
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FIGURE 5. Decreased cell migration and proliferation after cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) inhibition in primary airway cell monolayers. a)
Mean cell migration rate and trajectories (see representative tracks in b) were evaluated by single-cell tracking of subconfluent non-cystic fibrosis (CF) primary nasal cells
(15 cells per condition) in control conditions or in the presence of GlyH101 (10 mM, 1-h pre-treatment, n54; #: p,0.04). Scale bar550 mm. c) Cell proliferation during wound
repair of primary non-CF nasal cell monolayers was evaluated by Ki-67 immunostaining. Quantification of the number of Ki-67 positive cells (green cells), expressed as
percentage of total cell number (49,6-diamidino-6-phenylindole (DAPI)-positive blue cells), at 6-h and 18-h of repair reported under control and GlyH101 conditions (20 mM,
1-h pre-treatment, n53; ": p,0.03). d) Representative photographs (620 enlargement) of Ki-67 and DAPI staining, as well as merged images, under control conditions and
in the presence of GlyH101 (at 18 h of repair). Scale bar510 mm. See figure S2 for negative control and 610 enlargement representative photographs.
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Severity of epithelial injury and remodelling of CF airways
Our histological analysis of CF lung sections revealed
significant tissue remodelling, including secretory and basal
cell hyperplasia, gland hypertrophy, as well as squamous
metaplasia, in most patients, in agreement with previous
reports [3, 4, 7, 29, 30]. Our analysis also detected areas of
extended and severe epithelial shedding in 100% of analysed
CF patients. In 70% of patients, some areas retained a normal
architecture, indicating that the severity of airway epithelial
injury may be variable among areas and patients, even at the
time of transplantation [4, 31]. In this study we focused on
bronchial sections; however, previous papers also reported
marked epithelial alterations in nasal upper airways [6, 32],
trachea [6] and bronchioles [4, 5] as well as in alveoli [4, 33].
Previous ultrastructural analysis also revealed disorganisation
of epithelial tight junctional complexes and dysmorphology of
cilia [6, 34].
Although bronchiectasis is commonly correlated with loss of
lung function in CF patients, other parameters, such as
bronchial wall thickening, atelectasis-consolidation [35] and
epithelial damage [34], are also associated with decline in FEV1
and poor clinical lung conditions. The lost epithelial integrity
may favour bacterial adherence and colonisation [8–11].
Moreover, the loss of ciliated cells could worsen the already
dysfunctional mucociliary clearance, while a decrease in the
number of Clara and ATII cells may further affect the defence
against pathogens [4–6, 30, 34]. These phenomena are thus
creating a vicious circle of infections, inflammation and injury
exacerbation, central to the progression of CF lung disease.
Defective wound healing in CF airway monolayers
In two patients, we detected areas of partial bronchial
epithelial repair. Alveolar epithelial regeneration in CF has






















































































FIGURE 6. Increased wound-healing capacity after cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) correction in cystic fibrosis (CF) cell lines. Wound-
closure rates of b) the CF cell line IB3 and the IB3 cell line corrected with wild-type (wt)-CFTR (S9 cell line) (n520; #: p,0.0001) and d) CFBE41o- cells overexpressing DF508-
or wt-CFTR (respectively, CFBE-DF508 and CFBE-wt, n515; #: p,0.0001) were monitored over a 24-h and 6-h period, respectively. Representative photographs are
presented in a) and c).
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epithelial repair, progressive lung tissue destruction and
deterioration of clinical conditions [7, 34] was reported in CF
patients. In fact, our in vitro data indicated that the wound-
healing process is less effective in CF than in non-CF airways.
Indeed, we found that wound-closure rates in the CF cell lines
CuFi-1, IB3 and CFBE-DF508 were slower than in their related
non-CF cell lines. More importantly, this delay was confirmed
in primary cells from CF patients, suggesting a basic defect in
CF wound healing, in a pathogen-free model. Moreover, it
should be noted that the repair delay was observed in
bronchial monolayers (a 63% difference compared with non-
CF) from late-stage patients, with a long background of
infections and/or exacerbation, as well as in nasal epithelial
cell monolayers (53% decrease) from younger patients with
early-stage disease. In agreement with our data, abnormal and
delayed regeneration of human CF airway epithelium was also
noted previously in a murine xenograft model that was free of
infection [18]. Furthermore, in the airways of CF patients, the
presence of virulence factors, proteases, oxidants and inflam-
matory mediators may further delay and consequently
increase epithelial damage and remodelling.
Control of wound-healing processes by CFTR
CFTR inhibition or silencing elicited a decrease in wound
healing of non-CF airway cell monolayers, demonstrating the
role of CFTR in that phenomenon. The effect of channel
inhibition by GlyH101 on wound closure, and cell migration
and proliferation suggested that the CFTR conductance (and
not only the protein per se) could be involved. However, the
mechanisms whereby CFTR could control these repair
mechanisms are not yet clearly defined. In fact, K+ and Cl-
channels are important regulators of cell volume and intracel-
lular calcium signalling required for proliferation and migra-
tion [37, 38]. Volume-dependent ClC chloride channels, for
example, are involved in the proliferation and migration of
several cell types [39–41]. Moreover, Cl- influx through Cl-
channels creates local swelling that is implicated in the
formation of microglial lamellipodia [42]. Similarly, SCHILLER
et al. [19] recently reported that CFTR downregulation in
airway Calu-3 cells reduced wound healing and lamellipodia
protrusion. In addition, CFTR activity has been shown to
establish oriented electrical fields required to guide cell
migration and promote wound healing in rhesus monkey
trachea [43]. In our study, it should be noted that GlyH101 and
CFTR siRNA did not completely depress wound repair. The
partial effect of CFTR siRNA on wound healing could be
explained by the partial silencing of CFTR expression.
However, channels other than CFTR, especially K+ channels,
participate in the control of airway epithelial repair, as we
recently demonstrated [16, 17]. A cooperative role of Cl-
channels, favouring cell protrusion, and of K+ channels,
necessary for retraction of cell bodies during cell migration,
has been postulated [37].
Our data indicated that CFTR function could also regulate cell
proliferation. Similarly, CFTR inhibition was shown to reduce
kidney epithelial cell line (MDCK) cell proliferation [44].
However, higher cell proliferation was observed in regenerat-
ing CF epithelia in the xenograft model [18] and in CFTR null
mice [45]. On the contrary, wt-CFTR overexpression in
CFTR-/- mice increased lung secretory cell proliferation [46].
From data reported in the literature, it is thus not clear how
CFTR dysfunction would impact cell proliferation. Moreover,
several other parameters, including growth factors and
inflammatory products, could also modulate cell proliferation
and migration, and wound healing [47].
Improvement of wound healing after CFTR rescue
Our results showed, for the first time, that the CFTR corrector
VRT-325 accelerated the wound closure in CFBE-DF508
monolayers, similarly to transduction with wt-CFTR in CF











































































FIGURE 7. Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) correction with VRT-325 enhanced the wound-healing capacity of cystic fibrosis (CF) cell
monolayers. a) CFBE-DF508 and CFBE-wild type (wt) cells (n59; #: p,0.002), as well as b) primary human CF bronchial cell monolayers (n54; p,0.02) were wounded and
wound-closure rates were monitored over a 6-h period, either under control conditions or after CFTR rescue with treatment with VRT-325 (5 mM), for 18–24 h before injury.
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bronchial cell monolayers was also strongly improved (by up
to 1.8-fold) by VRT-325, showing its beneficial effect even in
specimens from late-stage CF patients. Although nonspecific
effects of VRT-325 cannot be excluded, recent data suggested
that VRT-325 may directly bind to DF508-CFTR [48]. Moreover,
our results provide considerable evidence that CFTR controls
the wound-healing process, indicating that improved wound
closure after VRT-325 treatment may be related to CFTR
upregulation.
In summary, our results, as well as recent data in the literature
[19], provide strong proof that CFTR function is critical for
airway epithelial wound healing in vitro. A basic CFTR defect
could thus be responsible, at least in part, for the delayedwound
closure in CF airway monolayers. Interestingly, our findings
also indicated that CFTR correction significantly accelerates CF
airway wound healing, suggesting that CFTR rescue could
provide a new therapeutic approach to improve the early repair
processes necessary to CF airways regeneration.
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LQWDFWFHOOPRQROD\HUVZHUHZDVKHGDQGEDWKHG LQDV\PPHWULFDOSK\VLRORJLFDOVROXWLRQ
FRQWDLQLQJDPLORULGHLQRUGHUWRLQKLELW1DFXUUHQWVWKURXJK(1D&FKDQQHOV)RUVNROLQ
,%0; DQG JHQLVWHLQ ZHUH WKHQ DSSOLHG DW WKH DSLFDO PHPEUDQH WR VWLPXODWH F$03
DFWLYDWHG &O VHFUHWLRQ WKURXJK &)75 FKDQQHOV ZKLFK ZDV ILQDOO\ LQKLELWHG E\ WKH
&)75,QK)LJ$:HREVHUYHGWKDWWKHFKDQJHLQVKRUWFLUFXLWFXUUHQW',VKRUWFLUFXLW
DIWHU &)75 DFWLYDWLRQSRWHQWLDWLRQ ',)VN,%0; ',*HQLVWHLQZDV VLJQLILFDQWO\ UHGXFHG LQ
WKH SUHVHQFH RI 3VD'0  3$FP ZKHQ FRPSDUHG WR WKH /% FRQWURO 
3$FP S )LJV $ DQG % 6LPLODUO\ &)75,QKVHQVLWLYH &)75 FXUUHQW






:H WKHQ LQYHVWLJDWHG LI WKH REVHUYHG GHFUHDVH LQ&)75 IXQFWLRQ LQGXFHG E\3
DHUXJLQRVD H[RSURGXFWV LQ&)%( FHOOVZDV DVVRFLDWHGZLWK UHGXFHG&)75 H[SUHVVLRQ
:HILUVW WHVWHG WKH LPSDFWRI3VD'0RQ&)75P51$H[SUHVVLRQ LQQRQ&)&)%(ZW
FHOOV DVZHOO DV LQ&)&)%(')FHOOV$V VKRZQ LQ)LJ$ WKHQXPEHURI&)75
P51$ FRSLHV PHDVXUHG E\ UHDOWLPH 3&5 LQ &)%(ZW UHPDLQV XQFKDQJHG LQ WKH
SUHVHQFHRI3VD'0160HDQZKLOH3VD'0VOLJKWO\GHFUHDVHGWKHOHYHORIH[SUHVVLRQ
RI&)75P51$LQ&)%(')S
:H WKHQ DVVHVVHG WKH LPSDFW RI 3VD'0 RQ &)75 SURWHLQ H[SUHVVLRQ E\
LPPXQREORWWLQJ $V H[SHFWHG LPPDWXUH DQG PDWXUH &)75 EDQGV EDQG % DQG &
UHVSHFWLYHO\ZHUHGHWHFWHG LQ&)%(ZWFHOOV )LJ% OHIWSDQHOZKLOH WKH LPPDWXUH
EDQG%RQO\ZDVYLVLEOHLQO\VDWHVIURP&)%(')FHOOVH[SUHVVLQJWKH')&)75































































&)%(ZW ZDV VHYHUHO\ UHGXFHG LQ WKH SUHVHQFH RI 3VD'0 E\  DQG 
UHVSHFWLYHO\ S ZKHQ FRPSDUHG WR /% FRQWURO )LJ % OHIW SDQHO ,Q &)%(








RU DEVHQFH RI 3VD'0 :H WKHQ PHDVXUHG WKH UHPDLQLQJ OHYHO RI &)75 SURWHLQ E\
LPPXQREORWWLQJ $V LOOXVWUDWHG RQ )LJ $ WKH GHFUHDVH LQ &)75 SURWHLQ DEXQGDQFH
IROORZLQJ K K DQG K F\FORKH[LPLGH WUHDWPHQWV ZDV VOLJKWO\ EXW VLJQLILFDQWO\






&)75 SURWHLQ EDQGV % DQG & ZDV KLJKHU XQGHU FRQWURO FRQGLWLRQV /% WKDQ LQ WKH




,Q WKH OLJKW RI WKLV HYLGHQFH SRLQWLQJ WRZDUGV D GHOHWHULRXV HIIHFW RI 3VD'0RQ
&)75IXQFWLRQDQGH[SUHVVLRQZHWKHQGHFLGHGWRLQYHVWLJDWH LI3VD'0KDGDQLPSDFW
RQ WKH DELOLW\ RI WKH&)75FRUUHFWRU957 WR UHVFXH')&)75PDWXUDWLRQ DQG
IXQFWLRQ LQ &) FHOOV $V SUHYLRXVO\ UHSRUWHG >@ ZH ILUVW FRQILUPHG WKDW 957
SDUWLDOO\UHVFXHG&)75PDWXUHEDQG&SURWHLQH[SUHVVLRQ)LJ$/%ODQHDVZHOODV
&)75FXUUHQWVWKURXJKWKHDSLFDOPHPEUDQHRI&)%(.)FHOOPRQROD\HUV)LJ%






























































OHIW SDQHO ,QGHHG VKRUWFLUFXLW FXUUHQWPHDVXUHPHQWV UHYHDOHG WKDW &)%(') FHOO
PRQROD\HUV WUHDWHG IRU K ZLWK 957 HOLFLWHG VLJQLILFDQW F$03DFWLYDWHG &O
FXUUHQWVVHQVLWLYHWRWKH&)75,QK)LJ%OHIWSDQHO
,Q WKH SUHVHQFH RI 3VD'0 ZH QRWHG KRZHYHU D GUDVWLF GHFUHDVH LQ EDQG &
PDWXUDWLRQ a LQKLELWLRQ FRPSDUHG WR WKH VLJQDO LQ WKH/% FRQWUROS)LJ
$3VD'07KHRXWFRPHRI3VD'0RQWKHUHVFXHRI')&)75FKDQQHOIXQFWLRQE\
957ZDV WKHQ DVVHVVHG E\ FRPSDULQJ VKRUWFLUFXLW FXUUHQWV WKURXJK&)%(')
FHOOPRQROD\HUVWUHDWHGZLWK957LQWKHSUHVHQFHRIHLWKHU/%RU3VD'0IRUK$V
VKRZQ LQ ILJXUHV % DQG & F$03DFWLYDWHG &O VHFUHWLRQ IROORZLQJ &)75
DFWLYDWLRQSRWHQWLDWLRQ ',)VN,%0;*HQLVWHLQ ZDV QRWDEO\ GHFUHDVHG LQ 3VD'0
3VD'0957  3$FP ZKHQ FRPSDUHG WR /% FRQWURO /%957








 7KHHIIHFWRI3VD'0RQ&)75IXQFWLRQZDV ILQDOO\DVVHVVHG LQSULPDU\KXPDQ
DLUZD\HSLWKHOLDOFHOOVLVRODWHGIURPQRQ&)DQG&)SDWLHQWV,QQRQ&)DLUZD\FHOOVZH
FRQILUPHGDVLJQLILFDQWUHGXFWLRQLQF$03DFWLYDWHG&OVHFUHWLRQ',)VN,%0;RI
YV 3$FP UHVSHFWLYHO\XQGHU/% DQG3VD'0FRQGLWLRQVS DVZHOO DV
&)75,QKVHQVLWLYH ',&)75LQK  3$FP LQ /% YV  3$FP LQ
3VD'0&)75FXUUHQWVE\3DHUXJLQRVDH[RSURGXFWV)LJ0RUHRYHU WKHUHVFXHRI














































































2XU 8VVLQJ FKDPEHU H[SHULPHQWV RQ &)%(ZW FHOOV SUHVHQWHG LQ )LJ 
GHPRQVWUDWHG WKDW D  K H[SRVXUH WR GLIIXVLEOHPDWHULDOV IURP D FOLQLFDO LVRODWH RI3
DHUXJLQRVD3$VWUDLQLQGXFHGDVLJQLILFDQWUHGXFWLRQLQF$03DFWLYDWHG&OFXUUHQWV
WKURXJK&)75FKDQQHOV6LPLODUO\6ZLDWHFND8UEDQHWDO>@SUHYLRXVO\UHSRUWHGWKDWD
 K SHULRG LQFXEDWLRQ ZLWK D FXOWXUH RI D 3 DHUXJLQRVD ODERUDWRU\ LVRODWH 3$
UHGXFHG &)75PHGLDWHG WUDQVHSLWKHOLDO &O VHFUHWLRQ WKURXJK &DOX FHOOV DV ZHOO DV
&)%(R FHOOV VWDEO\ H[SUHVVLQJ ZW&)75 ,PSRUWDQWO\ ZH QRZ FRQILUPHG WKH
GHOHWHULRXV LPSDFW RI D  K H[SRVXUH WR 3 DHUXJLQRVD H[RSURGXFWV LQ GLIIHUHQWLDWHG
SULPDU\FXOWXUHVRIQRQ&)KXPDQDLUZD\FHOOV)LJ,QFRQWUDVWZLWKWKHVHGDWDLWKDV
EHHQ VKRZQ WKDW DFXWH PLQ DSSOLFDWLRQ RI3 DHUXJLQRVD 3$ RU SXULILHG /36
LQFUHDVHG WKH UDWH RI LRGLGH HIIOX[ DQ LQGH[ RI &O VHFUHWLRQ WKURXJK :7 HSLWKHOLDO
FHOOV H[SUHVVLQJ ZW&)75 >@ )XUWKHUPRUH %X\FN HW DO >@ KDYH VKRZQ WKDW 3
DHUXJLQRVD /36 VWLPXODWHG &O FXUUHQWV WKURXJK &)75 FKDQQHOV LQ +%(R FHOOV
SUREDEO\ YLD D FDOFLXP VLJQDO 6LPLODUO\ 1R[RGRGHFDQR\O6KRPRVHULQH ODFWRQH
2& D TXRUXP VHQVLQJ PROHFXOH VHFUHWHG E\3 DHUXJLQRVD KDV EHHQ VKRZQ WR
UDSLGO\HQKDQFH&ODQGIOXLGVHFUHWLRQDVZHOODVF\WRVROLF&DDQGF$03OHYHOV>@,W
KDV DOVR EHHQ UHSRUWHG WKDW 3 DHUXJLQRVD IODJHOOLQ DFWLYDWHG &)75GHSHQGHQW DQLRQ
VHFUHWLRQ LQ &DOX WKURXJK S VLJQDOOLQJ DV ZHOO DV LQ SULPDU\ FXOWXUHV RI KXPDQ
EURQFKLDOHSLWKHOLDOFHOOV>@0RVWRIWKHVHREVHUYDWLRQVZHUHLQWHUSUHWHGDVDQDWWHPSW
E\DLUZD\HSLWKHOLDWRUDSLGO\UHDFWWREDFWHULDOLQIHFWLRQE\LQFUHDVLQJ&)75GHSHQGHQW
































































&)%(ZW FHOOV WKLV UHGR[DFWLYH YLUXOHQFH IDFWRU SURGXFHG E\3 DHUXJLQRVD VHYHUHO\
LQKLELWHG IRUVNROLQVWLPXODWHG &O VHFUHWLRQ >@ 2XU UHVXOWV DV ZHOO DV GDWD IURP WKH
OLWHUDWXUH WKXV LQGLFDWHG WKDW WKH HIIHFWV RI3 DHUXJLQRVD LQIHFWLRQ PD\ EH WLPH DQG
PRGHOGHSHQGHQW0RUHRYHU GLIIHUHQW3 DHUXJLQRVD SURGXFWVYLUXOHQFH IDFWRUV SUHVHQW





3 DHUXJLQRVD SURGXFWV FRXOG EH GXH WR D GHFUHDVH LQ &)75 H[SUHVVLRQ ZH WKHQ
XQGHUWRRN3&5DQG LPPXQREORWPHDVXUHPHQWV WRDVVHVVFKDQJHV LQ&)75P51$DQG
SURWHLQ H[SUHVVLRQ LQ &)%(ZW FHOOV:KHUHDV WKH OHYHO RI ZW&)75 P51$ ZDV QRW
DIIHFWHGDIWHU DK WUHDWPHQWZLWK3VD'0ZHREVHUYHG WKDWERWK LPPDWXUH EDQG%
DQGPDWXUHEDQG&&)75SURWHLQVZHUHVHYHUHO\UHGXFHGLQ&)%(ZWFHOOV,QFRQWUDVW
ZLWK RXU UHVXOWV D SUHYLRXV VWXG\ >@ LQGLFDWHG WKDW OLYH3 DHUXJLQRVDEDFWHULD 3$
VWUDLQ  K RI LQIHFWLRQ KDG QR HIIHFW RQ WRWDO FHOOXODU H[SUHVVLRQ RI ZW&)75
+RZHYHU LWZDV VKRZQ WKDW 3$ GHFUHDVHG WKH H[SUHVVLRQ RIZW&)75 LQ WKH DSLFDO




DLUZD\ HSLWKHOLDO FHOOV >@ 7KH 3$ SURWHLQ FDOOHG &)75 LQKLELWRU\ IDFWRU &LI
VHFUHWHGE\3DHUXJLQRVD LV DOVR LQYROYHG LQ WKH UHGXFWLRQRI&)75DSLFDOPHPEUDQH
H[SUHVVLRQ>@$PRGHOZDVWKHQSURSRVHGZKHUH&LIVHFUHWLRQLQ3DHUXJLQRVDRXWHU
PHPEUDQH YHVLFOHV PD\ UHGXFH 863PHGLDWHG GHXELTXLWLQDWLRQ RI &)75 DQG
VHFRQGDULO\ LQFUHDVH WKH GHJUDGDWLRQ RI &)75 LQ O\VRVRPHV >@ ,Q DJUHHPHQW ZLWK
&)75 GHJUDGDWLRQ LQGXFHG E\ LQIHFWLRQ RXU UHVXOWV REVHUYHG LQ WKH SUHVHQFH RI
F\FORKH[LPLGH SUHVHQWHG DW )LJ  LQGLFDWHG WKDW WKH NLQHWLFV RI ZW&)75 SURWHLQ
GHJUDGDWLRQ FRXOG EH VOLJKWO\ IDVWHU LQ WKH SUHVHQFH RI 3VD'0 FRPSDUHG WR FRQWURO






























































FRQGLWLRQV+RZHYHU WKLVHIIHFWPD\QRWEH VXIILFLHQW WRH[SODLQ WKHKXJH LQKLELWLRQRI
&)75SURWHLQH[SUHVVLRQLQGXFHGE\3VD'0VKRZQLQ)LJ,QIDFWRXUGDWDREWDLQHG
LQ WKH SUHVHQFH RI 0* LQGLFDWHG WKDW &)75 V\QWKHVLV PD\ DOVR EH DIIHFWHG E\
3VD'02XUVWXG\DVZHOODVGDWDIURPWKHOLWHUDWXUHWKXVLQGLFDWHGWKDW3DHUXJLQRVD
H[RSURGXFWVPD\ LPSDFW&)75SURWHLQV\QWKHVLVGHJUDGDWLRQDQG WUDIILFNLQJUHF\FOLQJ
$ UHGXFWLRQ LQ &)75 SURWHLQ H[SUHVVLRQ DQG IXQFWLRQ LQ QRQ&) DLUZD\V H[SRVHG WR
FKURQLF LQIHFWLRQ IRU H[DPSOH LQ &23' SDWLHQWV PD\ KDYH D QHJDWLYH LPSDFW RQ
PXFRFLOLDU\FOHDUDQFHDQGFRQVHTXHQWO\RQWKHDELOLW\RIDLUZD\VWRFOHDUEDFWHULD7KLV




2XU LPPXQREORW H[SHULPHQWV RQ &)%(.) FHOOV ILUVW UHYHDOHG WKDW WKH
LPPDWXUH EDQG % RI .)&)75 ZDV GHFUHDVHG E\ D  K H[SRVXUH WR 3VD'0







PD\ LPSDLU WKH DELOLW\ RI &)75 FRUUHFWRUV WR UHVFXH WKH EDVLF &)75 GHIHFW 7KHVH
REVHUYDWLRQV DUH WKXV FULWLFDO WR IXWXUH VFUHHQLQJV RI&)75 FRUUHFWRUV WKDW VKRXOG WDNH











































































:H DFNQRZOHGJH'U 5- %ULGJHV 5RVDOLQG )UDQNOLQ 8QLYHUVLW\ DQG &))7 IRU
SURYLGLQJ957DVZHOODV'U-5LRUGDQDQG&))7IRU&)75$E:HWKDQNWKH
%LREDQNRIUHVSLUDWRU\WLVVXHVRI&5&+80,5&0RIWKH5HVSLUDWRU\+HDOWK1HWZRUNRI




































































)LJXUH 'HFUHDVH RI&)75 IXQFWLRQ DIWHU3VD'0 WUHDWPHQW LQ&)%(ZW DLUZD\
FHOO PRQROD\HUV &)%(ZW FHOOV ZHUH FXOWXUHG RQ SHUPHDQW ILOWHUV DW WKH DLUOLTXLG
LQWHUIDFH DQG WUHDWHG IRU  K ZLWK HLWKHU  RI /% RU 3 DHUXJLQRVD ILOWUDWH 3VD
GLIIXVLEOHPDWHULDO3VD'0EHIRUH VKRUWFLUFXLW FXUUHQWPHDVXUHPHQWV ,VKRUWFLUFXLW LQDQ









&)%(ZW DQG &)%(.) FHOOV ZHUH FXOWXUHG IRU  GD\V XQWLO FRQIOXHQFH ZDV
UHDFKHGWKHQWUHDWHGZLWKHLWKHURI/%RU3VD'0IRUK/HYHOVRI&)75P51$
$&)%(ZWQ 16DQG&)%(.)Q SDQGSURWHLQH[SUHVVLRQ%Q 
S ZHUH TXDQWLILHG DQG UHSRUWHG DV  RI WKH /% FRQWURO 5HSUHVHQWDWLYH
LPPXQREORWVDUHDOVRSUHVHQWHGLQ%

)LJXUH  ,PSDFW RI 3VD'0 WUHDWPHQW RQ GHJUDGDWLRQ DQG V\QWKHVLV RI &)75




6'63$*( VHSDUDWLRQ DQG DQDO\VHG E\ LPPXQREORWWLQJ ZLWK DQWLȕDFWLQ XVHG DV
ORDGLQJ FRQWURO DQG DQWL&)75 DQWLERGLHV WR HYDOXDWH WKH NLQHWLFV RI &)75 SURWHLQ
GHJUDGDWLRQ LQ WKH SUHVHQFH RI F\FORKH[LPLGH $ DQG WKH DFFXPXODWLRQ RI QHZO\
V\QWKHVL]HG&)75SURWHLQLQWKHSUHVHQFHRIWKHSURWHDVRPDOLQKLELWRU0*%
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6KRUWFLUFXLW FXUUHQWV ,VKRUWFLUFXLWZHUHPHDVXUHG LQ DQ8VVLQJ FKDPEHU WKURXJK&)%(
.)FHOOVFXOWXUHGRQSHUPHDQW ILOWHUVDW WKHDLUOLTXLG LQWHUIDFHDQG WUHDWHGIRUK
ZLWK 957 LQ FRPELQDWLRQ ZLWK HLWKHU  /% RU 3VD'0 $IWHU PRXQWLQJ LQ DQ
8VVLQJFKDPEHUFHOOVZHUHEDWKHGZLWKDQDV\PPHWULFDOSK\VLRORJLFDOVROXWLRQORZ&O
FRQFHQWUDWLRQVROXWLRQDWWKHDSLFDOVLGHDQGKLJK&OFRQFHQWUDWLRQDWWKHEDVRODWHUDOVLGH
DQG WKH EDVRODWHUDO VLGH ZDV SHUPHDELOL]HG ZLWK  30 DPSKRWHULFLQ % 8SRQ ,VF
VWDELOL]DWLRQ FHOOVZHUH WUHDWHGZLWK DPL[RI IRUVNROLQ ,%0;DQG JHQLVWHLQ DQG WKHQ
ZLWK30&)75,QK5HSUHVHQWDWLYH,VKRUWFLUFXLW WUDFHVDUHUHSRUWHGIRUHDFKFRQGLWLRQ






8VVLQJ FKDPEHU ZHUH SHUIRUPHG RQ QRQ&) KXPDQ SULPDU\ DLUZD\ FHOO PRQROD\HUV
FXOWXUHGRQSHUPHDQWILOWHUVDWWKHDLUOLTXLGLQWHUIDFHWUHDWHGIRUKZLWKHLWKHU/%
RU 3VD'0 $IWHU PRXQWLQJ LQ DQ 8VVLQJ FKDPEHU FHOOV ZHUH EDWKHG ZLWK DQ
DV\PPHWULFDOSK\VLRORJLFDOVROXWLRQORZ&OSK\VLRORJLFDOVROXWLRQDWWKHDSLFDOVLGHDQG
KLJK &O VROXWLRQ DW WKH EDVRODWHUDO VLGH FRQWDLQLQJ  30 DPLORULGH 8SRQ ,VF
VWDELOL]DWLRQFHOOVZHUHWUHDWHGZLWKDFRPELQDWLRQRIIRUVNROLQDQG,%0;IROORZHGE\






KXPDQ SULPDU\ DLUZD\ FHOO PRQROD\HUV  6KRUWFLUFXLW FXUUHQW PHDVXUHPHQWV ,VKRUW
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Supplementary figure S1. Decrease of CFTR function after PsaDM 
treatment in CFBE-wt airway cell monolayers. CFBE-wt cells were cultured 
on permeant filters at the air-liquid interface and treated for 24 h with either 
10% of LB or P. aeruginosa filtrate (Psa diffusible material, PsaDM) before
short-circuit current measurements (Ishort-circuit) in an Ussing chamber. Intact cell
monolayers were bathed with an asymmetrical physiological solution (low Cl-
concentration solution at the apical side and high Cl- concentration at the
basolateral side), containing 10 μM amiloride, and then sequentially exposed to
a combination of 10 μM forskolin, 100 μM IBMX and 30 μM genistein, follwed
by 20 μM CFTRInh-172 (CFFT Inc). Representative Ishort-circuit traces are reported
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FXOWXUHG LQ GLIIHUHQWLDWLRQ PHGLXP  YROXPH RI %(*0 PHGLXP &ORQHWLFV
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Chapitre 4 – Discussion et perspectives 
 Mes travaux ont permis de montrer pour la première fois que l’épithélium des voies 
aériennes FK présentait un défaut de réparation de base. De plus, nous avons mis en évidence 
que le canal CFTR participait non seulement aux processus de réparation, tels que la migration 
et la prolifération cellulaire, mais serait également responsable, en partie, du délai de 
réparation observé dans les monocouches de cellules épithéliales humaines des voies aériennes 
FK. D’autre part, nos résultats ont révélé une fonction nouvelle et insoupçonnée des 
correcteurs du CFTR. En effet, nous avons montré que la correction du canal CFTR par le 
correcteur VRT-325 améliorait la capacité de réparation des monocouches de cellules 
épithéliales des voies aériennes FK. Cependant, nous avons observé une altération de 
l’expression et de la fonction du canal CFTR en présence de filtrat bactérien de P. aeruginosa. 
Nos résultats ont aussi montré que les exoproduits bactériens contenus dans ce filtrat 
affectaient la maturation et la correction de la fonction du canal CFTR.  
 
4.1)  Limitations des modèles cellulaires et expérimentaux 
4.1.1) Limitations des modèles cellulaires FK et non-FK 
 Durant mes travaux, j’ai utilisé des lignées cellulaires FK et non-FK pour certaines de 
mes expériences parce que nous ne disposions pas d’une grande disponibilité de cellules 
humaines primaires FK. Nous sommes conscients que la réponse cellulaire lors d’expériences 
in vitro peut différer de celle des cellules humaines primaires ainsi que de celle dans un 
modèle in vivo.  
 Aucune des lignées cellulaires utilisées ne constituait un modèle d’étude idéal, mais les 
résultats obtenus par l’utilisation de chacunes de ces différentes lignées ont apporté des 
informations complémentaires en ce qui concerne le rôle de CFTR dans les processus de 
réparation épithéliale. En effet, nos expériences nous ont permis de démontrer pour la 
première fois que l’absence et/ou la dysfonction du CFTR était en partie responsable du défaut 
de réparation de l’épithélium FK. D’abord, l’utilisation des cellules NuLi-1 et CuFi-1, qui sont 
des cellules transformées, mais avec une expression de CFTR dite «normale», nous ont permis 
d’observer pour la première fois le retard de réparation. Par contre, ces cellules possèdent des 
fonds génétiques différents puisqu’elles proviennent de deux patients distincts d’âge et de sexe 
différents. Ainsi, pour contrer ce problème, nous avons choisi par la suite de travailler avec les 
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paires de cellules IB3 et S9 ainsi que CFBE-¨F508 et CFBE-wt. Les cellules S9 sont à la base 
des cellules bronchiques FK IB3 dans lesquelles le CFTR-wt a été transduit, alors que les 
cellules CFBE sont des cellules bronchiques FK CFBE41o- qui surexpriment soit du CFTR-
¨F508 ou du CFTR-wt. Nous sommes conscients que ces cellules sont aussi transformées, 
mais elles ont l’avantage de posséder, dans la même paire de cellules, le même fond génétique. 
Ceci nous a donc permis de comparer ces lignées cellulaires et de démontrer que la correction 
du CFTR était bel et bien responsable l’amélioration de la réparation. Nous avons voulu 
ensuite confirmer nos résultats dans des cellules humaines primaires des voies aériennes. C’est 
ce qui nous a poussés à privilégier l’utilisation de cellules isolées à partir de bronches et de 
polypes nasaux de patients FK et non-FK. Malgré le fait que les cellules humaines primaires 
ne constitue pas un modèle in vivo, elles ont toutefois l’avantage de posséder des 
caractéristiques et de présenter des réponses cellulaires se rapprochant plus de la réalité.  
 Dans notre étude, nous avons étudié les mécanismes de réparation uniquement sur un 
type cellulaire, soit les cellules épithéliales. Au niveau des voies aériennes, plusieurs autres 
types cellulaires, qui ne sont pas représentés dans notre modèle, peuvent intervenir dans les 
processus de réépithélisation, tels que les cellules basales, les niches de cellules progénitrices, 
les cellules inflammatoires, les cellules endothéliales ainsi que les fibroblastes. Ces cellules 
peuvent participer soit à la dégradation des tissus partiellement dénaturés, à la production 
d’une matrice provisoire ou même à la sécrétion de différents facteurs cellulaires et 
moléculaire qui favorisent la migration et la prolifération cellulaire dans le but de rétablir la 
barrière épithéliale (122). Toutefois, il est important de noter que nos modèles d’étude a 
permis de démontrer et à soulever l’importance des cellules épithéliales dans les processus de 
réparation. En effet, dans notre étude, nous avons pu observer que ces cellules arrivent, à elles 
seules, à migrer et proliférer afin de recouvrir la région lésée. 
 Il est vrai qu’il existe maintenant des modèles animaux FK, tels que le cochon et le 
furet (278-280), qui peuvent développer une pathologie pulmonaire semblable aux humains. 
Ces modèles nous permettraient d’étudier la régénération épithéliale FK dans son ensemble, 
en présence d’inflammation, des cellules immunes et sur un vrai épithélium des voies 
aériennes. Toutefois, ce sont de gros animaux et le coût d’entretien ainsi que leur temps de 
reproduction peuvent devenir des paramètres contraignants et limitants dans le domaine de la 
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recherche. De plus, à cause des différences inter-espèces, nous avons jugés plus pertinent 
d’utiliser des cellules humaines dans le cadre de notre étude. 
 
4.1.2) Limitations du modèle de plaie mécanique 
Nous avons choisi le modèle de plaies mécaniques pour sa simplicité et pour sa 
reproductibilité pour tester nos hypothèses de travail. Ce modèle était idéal pour le but de 
l’étude, qui était de démontrer le rôle du CFTR dans les processus de migration et de 
prolifération durant la réparation. En effet, lors des expériences de vidéo-microscopie pour 
suivre la refermeture d’une plaie mécanique sur une monocouche cellulaire afin de mesurer les 
vitesses de réparation et de migration cellulaire, nous avons pu clairement voir le mouvement 
des cellules en bord de plaie, la formation de lamellipode et même la division cellulaire. 
Malgré les temps relativement courts de nos expériences, nous avons pu observer des 
processus dynamiques et suivre les phénomènes précoces de la réparation épithéliale, telle que 
la migration et la prolifération cellulaire. De plus, notre modèle de plaie mécanique, à 
l’inverse de l’étude sur les tissus d’un poumon au grand complet, permet une étude plus fine 
ainsi qu’une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires activés et impliqués durant 
les processus de réparation.  
Il demeure évident que les mécanismes de réparation in vivo sont beaucoup plus longs 
et complexes. En effet, certains paramètres de la régénération épithéliale in vivo ne sont pas 
considérés dans notre modèle in vitro. Comme décrit dans la section 1.3.4.1 (voir Figure 10), 
une étape importante durant la régénération épithéliale est la différenciation cellulaire qui est 
essentielle au rétablissement d’un épithélium pseudostratifié fonctionnel. Pour l’étude de cette 
étape, il existe la technique de xénogreffe du Dre Coraux de France, que nous sommes allés 
apprendre et qui permet de suivre la régénération d’un épithélium pseudostratifié. En effet, 
dans cette technique, des cellules humaines primaires de voies aériennes non-FK et/ou FK sont 
inoculées dans des trachées de rat dénudées de leur épithélium. Ces trachées sont alors 
greffées sur le dos de souris nudes et la régénération épithéliale se déroule sur 30 jours (116). 
Les greffons sont alors prélevés et cryopréservés pour ensuite pouvoir étudier l’histologie de 
l’épithélium régénéré dans la trachée. Les avantages de cette technique sont la possibilité 
d’étudier la régénération épithéliale de cellules humaines primaires, de récupérer les produits 
sécrétés durant la régénération (semblables à des BAL) ainsi que d’appliquer différentes 
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molécules pour explorer leur rôle dans la régénération épithéliale, telles que les correcteurs, 
les activateurs des canaux K+, les exoproduits bactériens et les médiateurs inflammatoires. 
Toutefois, due la durée des expériences, nous ne pouvons pas étudier l’impact de la présence 
de bactéries vivantes sur le processus de réépithélisation. De plus, à l’inverse de notre modèle 
de plaies mécaniques, nous ne pouvons pas étudier et suivre les phénomènes précoces de la 
réparation, tels que la formation des lamellipodes durant la migration cellulaire. Cependant, le 
défaut majeur de cette technique est que la régénération observée ne fait pas suite à des lésions 
épithéliales contrairement à notre modèle de plaie. 
 Une autre technique, développée en ce moment au laboratoire, est d’étudier la 
réparation de cellules humaines primaires des voies aériennes non-FK et FK différenciées sur 
filtres. Dans ce cas-ci, les lésions sont effectuées par un jet d’air comprimé. Encore une fois, 
ce modèle de plaie in vitro ne permet pas de suivre la différenciation d’un vrai épithélium 
pseudostratifié. Cependant, de façon intéressante, notre technique de culture cellulaire nous 
permet d’obtenir une certaine différenciation cellulaire et d’observer la présence de cellules 
ciliées et de cellules sécrétrices. Nous pensons qu’il n’existe pas à ce jour un modèle idéal 
pour étudier la régénération épithéliale. Toutefois, nous croyons que la combinaison des 
informations obtenues par l’utilisation de chaque technique peut nous permettre de dresser un 
meilleur portrait des différents phénomènes et paramètres impliqués dans la régénération 
épithéliale. 
 
4.1.3) Limitations du modèle d’infection 
  Pour l’étude de l’impact de l’infection sur les mécanismes de réparation, nous avons 
utilisé un filtrat bactérien de P. aeruginosa. Nous avons donc limité notre étude à une seule 
bactérie, malgré le fait que nous savons que les voies aériennes FK sont souvent colonisées par 
différents pathogènes (67-69). Il demeure que P. aeruginosa est la bactérie la plus 
fréquemment retrouvée dans les voies aériennes des patients FK. Notre étude a tout de même 
permis d’isoler et de mieux comprendre son impact sur la fonction de CFTR. Cependant, 
l’étude de différentes bactéries pourrait permettre également d’obtenir des informations 
complémentaires. Nous pourrions d’abord tester l’impact individuel de chaque type de 
bactérie sur les mécanismes de réparation épithéliale et nous pourrions par la suite évaluer leur 
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effet combiné afin de tenter de mimer l’infection présente dans les voies aériennes des patients 
FK. 
De plus, la bactérie choisie pour mes travaux était une souche clinique mucoïde. Ainsi, 
le filtrat bactérien utilisé risque de ne pas représenter la réalité puisqu’il se pourrait que cette 
souche ait évolué différemment chez ce patient. En effet, comme mentionné dans la section 
1.3.2.1, le stress environnemental des voies aériennes FK peut entraîner une hypermutabilité 
chez les bactéries présentes. En effet, la conversion du phénotype non-mucoïde à celle 
mucoïde serait causée, entre autre, par la mutation du gène mucA (68). Pour faire suite à notre 
étude, nous pourrions également comparer l’impact de différentes souches mucoïde et non-
mucoïde de P. aeruginosa pour mieux comprendre les mécanismes par lesquels la bactérie 
affecte les processus de réparation épithéliale et la fonction/expression de CFTR. L’évaluation 
de la différence de la réponse des monocouches cellulaires suite à l’exposition à des biofilms 
de bactéries ou des bactéries planctoniques pourrait également amener de nouvelles notions 
concernant leur mode d’action dépendamment de leur forme. 
 Enfin, en raison des contraintes expérimentales, nous n’avons pas pu étudier l’impact 
direct des bactéries sur nos cellules des voies aériennes FK et non-FK. Il est vrai que l’équipe 
du Dr Stanton (250) avait réussi à appliquer des bactéries vivantes sur leur culture cellulaire, 
mais l’exposition était relativement de courte durée. Nous sommes conscients que la présence 
de bactéries aurait pu influencer nos résultats et que certains paramètres sont probablement 
négligés. C’est pourquoi une alternative possible serait d’effectuer des co-cultures de cellules 
humaines primaires des voies aériennes avec des bactéries. Il deviendrait ainsi possible 
d’explorer l’effet des bactéries et de leurs exoproduits dans le même «environnement» et ainsi 
mimer une infection au niveau des voies aériennes. Toutefois, il est important de souligner que 
l’utilisation du filtrat bactérien nous a permis de démontrer, dans le cadre de mon étude, que 
ce n’est pas uniquement la présence des bactéries, mais c’est plutôt ce qu’elles peuvent 
sécréter qui peut avoir un effet délétère sur le CFTR, la correction du CFTR et la réparation 
épithéliale. Ceci amène une toute autre perspective de l’impact de l’infection bactérienne sur 






4.2)  L’épithélium fibrose kystique 
 Il est bien établi que l’absence et/ou la dysfonction du canal CFTR au niveau de 
l’épithélium des voies aériennes entraînerait une cascade d’évènements menant à la 
colonisation bactérienne chronique et à une réponse inflammatoire excessive (236). De plus, 
plusieurs études ont suggéré que l’épithélium FK serait plus susceptible et vulnérable aux 
infections et à l’inflammation (17;28;87;88). Ainsi, l’environnement cellulaire dans les voies 
aériennes FK deviendrait propice au développement de lésions épithéliales et affecterait le 
déroulement normal des processus de régénération tissulaire (101;105;110;127). Cette 
destruction graduelle de l’épithélium FK combinée aux cycles d’infections et d’inflammation 
contribueraient à la progression de la pathologie, menant au déclin de la fonction pulmonaire 
et à la défaillance respiratoire (10;88;101;105;112;116;120). 
 
 4.2.1) Analyse ultrastructurale de l’épithélium fibrose kystique 
 Les études, quoique peu nombreuses, décrivant les modifications ultrastructurales 
observées dans les poumons FK remontent à plusieurs années (10;101;116). Ainsi, pour 
prouver l’importance de notre étude qui porte sur les processus de réparation épithéliale, nous 
avons d’abord voulu confirmer la présence et l’étendue des dommages tissulaires dans le 
poumon FK. Nos analyses histologiques ont révélé, en accord avec la littérature (10;101), de 
l’hyperplasie de cellules basales et caliciformes, de l’hyperplasie et l’hypertrophie des glandes 
ainsi que de la métaplasie squameuse. Cependant, étant donné que notre analyse portaient 
seulement sur des sections bronchiques lobaires et segmentales, nous n’avons pas recueilli de 
données concernant les modifications structurales au niveau de l’épithélium des voies nasales, 
bronchiolaire et alvéolaire, comme rapporté précédemment par d’autres équipes (10;237;238). 
Mise à part l’hyperplasie et l’hypertrophie des glandes qui étaient présentes dans tous les 
spécimens, l’atteinte épithéliale semblait varier d’un patient et d’une zone à l’autre. En effet, il 
est intéressant de noter que, même à un stade semblable de la maladie (i.e. des patients 
nécessitant une transplantation), la sévérité des lésions et l’étendue du remodelage épithélial 
étaient différentes d’un patient à un autre. Toutefois, dans tous les spécimens, nous avons 
retrouvé des sections montrant une dénudation complète de l’épithélium exposant la lame 
basale (104). Nous avons aussi observé des zones intactes de l’épithélium pseudostratifié avec 
des cellules basales, ciliées et caliciformes d’apparence normale. Nous ne nous attendions pas, 
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cependant, à pouvoir observer de telles zones, surtout lorsque celles-ci étaient adjacentes à des 
zones entièrement lésées et/ou remodelées. Ceci démontre donc une hétérogénéité 
histologique et structurale assez marquée au niveau de l’épithélium FK. Nous ignorons 
toutefois quelle serait l’étendue de l’atteinte épithéliale chez les patients à un stade plus 
précoce de la maladie. Il apparaît alors évident que le développement de stratégies pour 
favoriser la régénération de l’épithélium FK, dès les premières insultes, est crucial. 
 
4.2.2) Le défaut de réparation de l’épithélium fibrose kystique 
  Lors de nos analyses histologiques, nous avons pu observer, chez quelques patients, 
des régions montrant des signes de réparation au niveau de l’épithélium des voies aériennes, 
ce qui avait déjà été décrit par le passé (102;103). Comme Shute et al. l’ont expliqué, malgré 
les niveaux élevés de facteurs de croissance dans les BAL de patients FK, l’épithélium des 
voies aériennes semblerait incapable de rétablir l’intégrité de la barrière épithéliale et de 
prévenir les processus de remodelage (104). Nous nous sommes alors demandé si cette 
incapacité de l’épithélium FK à se régénérer était due à la composante infectieuse, 
inflammatoire ou à un défaut intrinsèque de l’épithélium. En fait, nous avons eu notre 
première indication de l’existence possible de ce défaut de base de réparation durant une étude 
effectuée au cours de ma maîtrise. En nous basant sur l’article de Shute et al.(104), nous 
avions alors suggéré que l’épithélium des voies aériennes FK pouvait moins bien répondre aux 
facteurs de croissance. Nous avons effectivement démontré que la voie EGF/EGFR était 
altérée dans les cellules épithéliales humaines bronchiques CuFi-1 (149). De plus, nous avions 
observé, pour la première fois, un retard de réparation des monocouches de cellules humaines 
bronchiques FK CuFi-1 (comparativement aux cellules NuLi-1). Ce retard était accompagné 
d’une expression ainsi que d’une fonction réduite des canaux K+ dans les cellules CuFi-1. Tels 
que détaillés dans les prochaines sections, les résultats obtenus au cours de mon doctorat, ainsi 
que plusieurs études récentes ont effectivement confirmé un défaut intrinsèque de 
réparation/régénération de l’épithélium FK (116;127;167;172;239). 
 
4.2.2.1) Le défaut de base de l’épithélium fibrose kystique et le rôle du CFTR 
 À la lumière des résultats obtenus durant ma maîtrise à partir de lignées cellulaires 
(NuLi-1 et CuFi-1), nous avions proposé que l’épithélium des voies aériennes FK pouvait 
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posséder un défaut de réparation. Lors de mon doctorat, nous avons alors comparé les vitesses 
de réparation entre des monocouches de différents modèles de cellules épithéliales FK et 
saines. De façon intéressante, nous avons observé un délai significatif de la réparation dans 
toutes les cellules FK par rapport aux cellules saines correspondantes et ce, que ce soit dans 
des cellules en lignée ou dans des cellules humaines primaires provenant des patients. Nos 
résultats ont également révélé que ce retard de réparation pourrait être dépendant du 
dysfonctionnement du canal CFTR. En effet, nous avons démontré que l’extinction de 
l’expression et/ou l’inhibition de l’activité du CFTR dans des cellules primaires de voies 
aériennes collectées chez des individus non-FK mimait le retard de réparation observé dans 
l’épithélium FK. De la même manière, Schiller et al. ont démontré que la transfection de 
shRNA de CFTR dans des cellules Calu-3 entraînait aussi un délai dans le processus de 
refermeture de plaies (171), confirmant ainsi nos résultats.  
 Dans notre étude, nous avons démontré que le CFTR modulait le processus migratoire 
des cellules humaines primaires des voies aériennes. De façon intéressante, le CFTR s’est vu 
attribuer le même rôle, mais cette fois-ci dans des cellules trophoblastiques BeWo (174), 
consolidant ainsi notre hypothèse de la participation du CFTR dans les processus de migration. 
Cependant, nos résultats ne nous permettent pas de comprendre comment le CFTR pourrait 
contrôler le processus de migration cellulaire. Selon la littérature, Schiller et al. ont démontré 
que le CFTR pouvait réguler la formation du lamellipode dans la cellule en migration (171). 
Plusieurs modèles hypothétiques avaient été suggérés pour expliquer ce phénomène. En effet, 
le CFTR pourrait contribuer, directement ou via la régulation du canal NHE1, à 
l’augmentation du volume de la cellule durant le mouvement cellulaire ou encore, il pourrait 
réguler le pH extracellulaire local, affectant les interactions cellule-matrice impliquées dans 
l’adhésion cellulaire durant le processus migratoire (171). Sun et al. ont proposé, de leur côté, 
un mécanisme assez inusité par lequel le CFTR pourrait favoriser la réparation de l’épithélium 
de trachée de singe rhésus, modèle cellulaire très proche de l’homme. En effet, il semblerait 
que le CFTR serait capable de guider les cellules en bord de plaies vers le site de lésion via la 
génération d’un champ électrique (173).  
 Dans nos cellules primaires humaines des voies aériennes, nous avons observé de la 
prolifération cellulaire au niveau de la monocouche cellulaire intacte, mais également dans les 
cellules en bord de plaie. Ceci signifierait que les cellules, directement impliquées dans le 
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processus de refermeture de plaie, ont la capacité de recouvrir la région lésée et de la 
repeupler. Encore une fois, nos résultats ont démontré l’implication du CFTR dans ce 
phénomène. En effet, nous avons mesuré une baisse du taux de prolifération cellulaire lorsque 
l’activité du CFTR était inhibée. De façon intéressante, il semblerait que le CFTR modulerait 
la prolifération de la même façon dans les cellules MDCK de type I, exprimant de façon 
endogène le canal (240). Cependant, contrairement à ce que nous avons observé, la littérature 
rapporte, plus souvent qu’autrement, une hyperprolifération dans l’épithélium FK. En effet, 
l’équipe du Dre Coraux a démontré, par exemple, à l’aide de son modèle de régénération 
épithéliale de xénogreffe, que la phase proliférative dans les greffons FK était prolongée, ce 
qui retardait la phase de différenciation. L’épithélium régénéré FK résultant était plus épais et 
moins bien différencié qu’un épithélium non-FK (116). Dans une autre étude, il a été rapporté 
que la prolifération des cellules de l’épithélium intestinal était plus élevée dans des souris 
n’exprimant plus de CFTR (CFTR - /-). Les auteurs ont suggéré que l’absence de CFTR 
pouvait augmenter le pH cytosolique, ce qui induirait des signaux de prolifération ou la 
progression du cycle cellulaire (241). D’autres équipes ont également rapporté de 
l’hyperprolifération dans les polypes nasaux et au niveau de l’épithélium bronchique des 
patients FK (242-244). Il serait intéressant de savoir si le modèle cellulaire de notre étude 
pourrait être la cause de la divergence de ces résultats ou si simplement, le CFTR régulerait les 
processus de prolifération différemment en fonction du type cellulaire. 
 Le défaut de réparation de l’épithélium FK a également été rapporté dans d’autres 
études qui n’associent pas nécessairement ce défaut directement au canal CFTR. En effet, mes 
travaux de maîtrise avaient démontré que le délai de réparation des cellules bronchiques FK 
CuFi-1 était associé à une expression et une fonction réduite des canaux K+ qui étaient 
couplées à une altération de la voie EGF/EGFR (149). Compte tenu du rôle majeur de cette 
voie de signalisation et des canaux K+ dans les processus de réparation (123), il se pourrait 
donc que ces éléments jouent un rôle dans le défaut de réparation. Toutefois, nous n’avons pas 
confirmé ces observations dans des cellules humaines primaires. L’équipe du Dre Coraux a 
plutôt proposé une dérégulation de la sécrétion d’IL-8 et de l’activité des MMP et de TIMP-1 
(116). Une autre étude rapportait que le délai de réparation dans les cellules des voies 
aériennes FK pourrait être causé par de niveaux plus faibles de sphingolipides associés à une 
inhibition de la voie d’activation et de signalisation de la ȕ1-intégrine, qui limiterait ainsi le 
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processus migratoire (239). Enfin, le délai de réparation dans les cellules humaines primaires 
des voies aériennes FK a également été associé à une expression et une activité réduite du 
canal Cl- activé par le Ca2+ ANO1, qui module également la migration et la prolifération 
cellulaire (167).  
 Toutes ces évidences suggèrent qu’il existe réellement un défaut de réparation de 
l’épithélium FK. Il se pourrait qu’il soit directement lié au canal CFTR, mais d’autres 
paramètres et voies cellulaires sembleraient également être perturbées par l’absence et/ou 
dysfonction de ce canal. Malgré la complexité de ce phénomène, il serait intéressant de mieux 
comprendre la contribution de chacun des paramètres et/ou facteurs au défaut de réparation de 
l’épithélium FK. Ainsi, nous pourrions identifier de nouvelles cibles pour développer des 
stratégies thérapeutiques afin de promouvoir la régénération épithéliale.  
 
4.2.2.2) Impact de l’infection sur la réparation de l’épithélium fibrose kystique
 L’infection est une composante majeure dans la pathogenèse de la FK. En effet, il 
existe plusieurs évidences démontrant que l’infection contribue au dommage et remodelage de 
l’épithélium des voies aériennes FK (69;96-100;111), ce qui entraînerait une diminution de la 
fonction pulmonaire et mènerait à la défaillance respiratoire. D’autre part, l’incapacité de 
l’épithélium des voies aériennes FK à se réparer/régénérer efficacement pourrait également 
être due à la présence de l’infection qui pourrait affecter les processus de réparation 
épithéliale. En effet, il semblerait aussi que les protéases sécrétées par les bactéries, ainsi que 
les neutrophiles recrutés suite à l’infection pouvaient, entre autres, dégrader les facteurs de 
croissance et leurs récepteurs à la surface des cellules (77). Comme Shute et al. l’ont souligné 
(104), ce phénomène pourrait peut-être expliquer pourquoi l’épithélium des voies aériennes 
FK ne se réparerait pas malgré la présence de concentrations élevées de facteurs de croissance.  
 Nous avons voulu, nous aussi, évaluer l’impact de l’infection sur les processus de 
réparation dans nos différents modèles cellulaires. Afin de mimer l’infection bactérienne, nous 
avons utilisé un filtrat d’une souche clinique de P. aeruginosa (CF508, isolée d’un patient 
ΔF508 de l’Hôpital Ste-Justine) contenant les produits sécrétés par la bactérie, incluant des 
protéases et facteurs de virulence. En effet, comme montré à la figure 13, ce filtrat de P. 
aeruginosa (PsaDM) diminuait de façon significative la réparation dans les lignées cellulaires 
bronchiques non-FK (CFBE-wt) et FK (CFBE-¨F508), mais également dans les cellules 
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humaines primaires des voies aériennes saines et FK (Trinh et al. données non-publiées). Tout 
comme nous, Jacobsen et al. ont démontré que l’ajout du filtrat bactérien de la souche de 
laboratoire de P. aeruginosa PA01 amenait une altération de la migration des kératinocytes, 
qu’ils ont associée aux facteurs de virulence lasR et RhIR (233). Cependant, dans notre cas, 
nous n’avons pas encore identifié le ou les facteur(s) pouvant être responsable(s) de cette 
réduction de la capacité de réparation. Suite à mes travaux de doctorat, des études sont 
actuellement en cours au laboratoire afin de définir quels sont les produits bactériens, ainsi que 
les voies de signalisation en aval, responsables de l’effet délétère sur les processus de 
réparation.  
 
 Plusieurs études ont démontré que les exoproduits bactériens pouvaient, en effet, 
affecter les processus de réparation, dont le processus migratoire. Les cytotoxines exoT et 
exoS ainsi que l’élastase de P. aeruginosa altèreraient les propriétés du cytosquelette d’actine 
et la formation d’adhésion focale dans la cellule en migration (95;96). Ces protéines pourraient 
ainsi grandement affecter la migration cellulaire nécessaire pour recouvrir la région lésée lors 
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du phénomène de réépithélisation. Basées sur ces évidences, ces exoproduits pourraient 
possiblement participer à l’inhibition de la réparation dans notre modèle.  
 Le rétablissement de l’intégrité épithéliale pourrait également être affecté par les 
exoproduits bactériens. En effet, la formation des jonctions serrées serait compromise par la 
diminution de l’expression des protéines ZO-1 et ZO-2 induite par l’exoA (96). D’autre part, 
l’élastase bactérienne ainsi que la protéine homoserine lactone C12 seraient capables de 
dégrader les jonctions serrées (77;96). L’exposition à la bactérie P. aeruginosa entraînerait 
une désorganisation des jonctions serrées, une diminution de la résistance transépithéliale et 
une augmentation de la perméabilité paracellulaire (100;235). Cependant, il a été démontré 
que ce phénomène pouvait être réversible, mais que la restauration de la barrière épithéliale 
demeurerait ralentie (100). Lors de nos expériences de mesure du courant court-circuit en 
chambre de Ussing, nous avons effectivement remarqué une résistance inférieure de nos 
monocouches cellulaires polarisées sur filtre en présence de PsaDM, comparativement à celle 
en condition contrôle. Ces observations suggèrent qu’un ou des exoproduits contenu(s) dans 
notre filtrat bactérien pouvaient altérer l’intégrité épithéliale de nos monocouches cellulaires. 
 D’autre part, il a été rapporté que différents produits bactériens pouvaient induire 
prématurément les phénomènes d’apoptose et de sénescence cellulaire. L’exoA peut en effet 
inhiber la biosynthèse des protéines chez la cellule-hôte entraînant ainsi sa mort cellulaire, 
alors que la protéine homoserine lactone C12 activerait la voie intrinsèque de l’apoptose 
(97;234). La pyocyanine, un facteur de virulence de P.aeruginosa, pourrait également induire 
un stress oxydatif qui causerait l’arrêt du cycle cellulaire ainsi que l’apoptose (99;111). 
Cependant, des résultats préliminaires du laboratoire démontrent que le PsaDM, que nous 
avons utilisé, n’induisait pas d’apoptose marquée dans les cellules humaines primaires des 
voies aériennes (voir figure 14). Il se pourrait que des doses plus fortes que celles que nous 
avons utilisées aient un effet apoptotique plus marqué. Nous avons préféré toutefois rester à 
des doses modérées afin de ne pas entraîner une trop forte toxicité cellulaire. Nous avons 
toutefois noté une augmentation de l’enrichissement nucléosomal dans la fraction nécrotique 
pour la condition PsaDM. Il est à noter que, dans l’essai utilisé, la fraction nécrotique 
représente le surnageant des monocouches cellulaires. Ainsi, il se pourrait que les cellules 
dites nécrotiques soient mortes par apoptose ou une autre voie avant le début de l’essai. De 
plus, il existe d’autres voies de mort cellulaire programmée indépendantes des voies 
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classiques, telles que l’activation des caspases (245). Par conséquent, il se pourrait que nos 
différents tests n’arrivent pas à faire la distinction entre les types de morts cellulaires. Des 
expériences ultérieures permettront de répondre à cette question. 
 
 Même si l’épithélium des voies aériennes arrivait à se régénérer chez les patients FK, 
ce qui semble être le cas sur certaines des sections que nous avons analysées à partir des 
spécimens de poumons (comme mentionné à la section 4.1.1), la présence des protéases et 
exotoxines bactériennes pourraient l’endommager de nouveau. En effet, il a été démontré que  
l’élastase, la protéase alcaline, les protéases LasA, LasB et PASP pouvaient cliver et dégrader 
les protéines structurales entraînant ainsi des lésions au niveau de l’épithélium des voies 
aériennes FK (96;98). De plus, il semblerait que l’adhérence de P. aeruginosa soit plus 
importante sur un épithélium lésé et en cours de réparation. En effet, cette bactérie pourrait 
interagir directement avec l’épithélium et posséderait une grande affinité pour les cellules en 
bord de plaies et/en réparation  (83;86;87;95), puisque son adhérence nécessiterait l’exposition 
de la fibronectine et de certains composés de la matrice extracellulaire (87). De plus, il 
semblerait que l’exoT, une exotoxine de P. aeruginosa, pourrait renverser les processus de 
réparation déjà enclenchés (95). Ainsi, sa présence accrue favoriserait davantage le 
développement de dommages à l’épithélium (95;98;100). En effet, une étude a émis 
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l’hypothèse que la déficience des processus de réparation dans les plaies chroniques serait en 
partie causée par la persistance des bactéries comme P. aeruginosa (69). 
 D’autres pathogènes présents dans les voies aériennes FK pourraient également 
affecter les processus de réparation. Par exemple, il a été rapporté que les facteurs de virulence 
de S. aureus pouvaient potentiellement causer des lésions épithéliales et affecter leur 
réparation (246). Dans les cellules Calu-3, une exposition à la bactérie B. cepacia induirait 
l’activation de la MMP-9, associée à un ralentissement de leur taux de réparation (247). Une 
autre étude proposait plutôt que B. cepacia diminuerait l’expression de la protéine ZO-1, 
perturbant ainsi l’intégrité épithéliale et diminuant la résistance transépithéliale (248). D’autre 
part, le facteur de virulence VacA de la bactérie H. pylori semblerait capable de diminuer la 
prolifération cellulaire. De plus, cette étude démontrait qu’un autre exoproduit, que VacA, 
contenu dans le filtrat bactérien de H. pylori pouvaient affecter à la fois la migration et la 
prolifération cellulaire, mais les auteurs ne l’ont pas encore identifié (249). Il se pourrait donc 
que les effets délétères sur la réparation que nous avons observés dans notre étude avec le 
PsaDM ne soient pas spécifiques et limités à la bactérie P.aeruginosa. Étant donné que les 
voies aériennes FK sont infectées avec différentes bactéries, il serait intéressant d’évaluer 
aussi leur impact sur les processus de régénération épithéliale. 
 
4.2.2.2.1) Impact de l’infection sur le CFTR dans le cadre de la réparation de 
l’épithélium fibrose kystique 
 Après avoir démontré le rôle du canal CFTR dans les processus de réparation 
épithéliale, nous avons voulu évaluer l’impact de l’infection sur son expression et sa fonction. 
En effet, nous avons démontré que l’exposition pendant 24h à PsaDM réduisait les courants 
Cl- passant par CFTR non seulement dans la lignée cellulaire non-FK CFBE-wt, mais 
également dans les cellules humaines primaires des voies aériennes issues de patients non-FK. 
Pour tenter de comprendre comment le filtrat bactérien affectait la fonction du CFTR, nous 
avons mesuré l’expression génique et protéique du CFTR. Le PsaDM semblerait entraîner une 
diminution de l’expression protéique du canal dans les cellules CFBE-wt et CFBE-¨F508, qui 
pourrait être associée à une baisse de la biosynthèse de la protéine ainsi qu’à un processus de 
dégradation plus accru. De façon similaire, Zahm et al. ont observé une diminution de 
l’expression de CFTR et des efflux de Cl-, lorsqu’ils incubaient leurs cellules glandulaires 
105 
 
trachéales avec un filtrat de S. aureus (246). Une étude de l’équipe du Dr Stanton proposait 
plutôt que, suite à une exposition de 4h à 6h au filtrat bactérien PA14,  la baisse du courant Cl- 
transépithélial passant par CFTR et de son expression à la membrane était causée par une 
diminution du recyclage par les endosomes du CFTR-wt et -¨F508 (250).  Kong et al. ont 
suggéré que la pyocyanine sécrétée par P. aeruginosa pouvait diminuer l’expression et la mise 
en place à la membrane de CFTR, par un mécanisme encore inconnu (251).  D’autre part, il  a 
été démontré que la pyocyanine pouvait induire un stress oxydatif diminuant la fonction de 
CFTR (252). Toutefois, une étude de Cowley et al. avait démontré que l’application du 
peroxide d’hydrogène (H2O2) sur les cellules Calu-3 pouvait induire une augmentation rapide 
de l’efflux de Cl- par CFTR (253). En fait, cette étude avait exploré l’impact du stress oxidatif 
sur un temps relativement court, dans l’ordre des minutes. À l’inverse, Cantin et al. a 
démontré qu’une exposition prolongée au stress oxydatif pouvait affecter l’expression génique 
et protéique, mais également la fonction de CFTR (254). Enfin, le Cif (CFTR inhibitory 
factor) est une autre cytotoxine bactérienne sécrétée par P. aeruginosa, mais aussi par B. 
cepacia. Ce facteur pourrait aussi être responsable de l’effet délétère sur le CFTR, que nous 
avons observé, puisqu’il posséderait des propriétés inhibitrices pour l’expression et la fonction 
du CFTR (255). En effet, il a été démontré que le Cif pouvait induire une augmentation de la 
dégradation de CFTR dans les lysosomes en réduisant l’activité de USP10, l’enzyme 
responsable de la déubiquitination de CFTR dans les endosomes permettant son recyclage 
(256). Ainsi, l’impact délétère d’une exposition prolongée à notre filtrat bactérien sur 
l’expression et la fonction de CFTR pourrait découler de l’activité d’une ou de  plusieurs 
protéine(s) sécrétée(s) par P. aeruginosa. Leur identification et une meilleure compréhension 
de leur mécanisme d’action permettraient de développer des stratégies pour contrecarrer leurs 
effets néfastes. 
 À l’inverse de ce que nous avons pu observer, l’exposition aiguë (quelques minutes) à 
certaines cytotoxines de P. aeruginosa seraient capables d’augmenter l’activité de CFTR 
(257). La flagelline (258) ainsi que l’homosérine lactone (259), par exemple, stimuleraient les 
courants Cl- passant par CFTR dans des cellules des voies aériennes saines. L’exoS induirait 
plutôt une augmentation de l’expression du CFTR à la surface cellulaire. En fait, elle 
diminuerait la dégradation du CFTR-wt en empêchant l’adressage de celui-ci vers les 
lysosomes (260). D’autre part, il a été suggéré que le CFTR pouvait être un récepteur du P. 
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aeruginosa (67) (261) (262). En effet, Haenish et al. ont proposé un modèle dans lequel la 
bactérie se lierait sur le canal CFTR et induirait ainsi son internalisation. Ce phénomène 
causerait par la suite la mise en place d’un nombre supérieur de canaux à la membrane pour 
remplacer ceux impliqués dans le processus de phagocytose, entraînant ainsi une augmentation 
de l’efflux d’iode par CFTR (257).  
 L’impact de l’infection sur les cellules pourrait dépendre du temps d’exposition. En 
effet, il a été proposé que des signes d’apoptose apparaissaient seulement lorsque les cellules 
sont exposées de façon prolongée à la bactérie P. aeruginosa (262). Ainsi, l’infection en 
traitement chronique pourrait entraîner des effets délétères sur les fonctions cellulaires et peut-
être même sur l’expression et la fonction de CFTR, comme nous l’avons observé. À l’inverse, 
l’augmentation du nombre et de la fonction des canaux CFTR, suite à des expositions plus 
courtes, constituerait peut-être un mécanisme cellulaire destiné à stimuler la clairance 
mucociliaire dans les voies aériennes afin d’éliminer les bactéries. 
 Suite à mes travaux, des études ont débutées au laboratoire afin de poursuivre l’étude 
de l’impact de l’infection sur l’expression et la fonction de CFTR. Des filtrats de différents 
souches de P. aeruginosa, fournis par le Dre Dao Nguyen et le Dr Simon Rousseau de 
l’Université McGill, sont présentement testés afin de comparer l’effet des souches mucoïdes et 
non-mucoïdes ainsi que de différents mutants (mutant de Cif, de LasR, LasI) sur les processus 
de réparation. Nous évaluons également l’impact d’autres bactéries, telles que S. aureus. Ces 
expériences nous permettront de mieux comprendre l’impact de l’infection sur la fonction de 
CFTR. Ces informations pourraient être importantes pour d’autres maladies pulmonaires. Par 
exemple, la maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) est caractérisée par des 
infections répétées, ce qui pourraient affecter la fonction de CFTR et la clairance mucociliaire 
en favorisant ainsi davantage les infections bactériennes. 
 
4.2.2.3) L’impact de l’inflammation sur la réparation de l’épithélium fibrose kystique 
 Lors de notre étude sur l’impact du filtrat bactérien (PsaDM) sur la fonction du CFTR 
et les processus de réparation, nous n’avons pas exploré la composante inflammatoire, qui 
pouvait découler d’une exposition de nos modèles cellulaires à des exoproduits bactériens. 
Cependant, il a été rapporté que, suite à une  infection à P. aeruginosa,  la sécrétion de 
plusieurs médiateurs inflammatoires pouvait être augmentée dans les cellules épithéliales 
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bronchiques FK IB3-1(263). Leur impact sur la réparation n’a toutefois pas été exploré. En 
fait, dans le cadre de la pathologie de la FK, peu d’études se sont concentrées à évaluer 
l’impact de l’inflammation sur les processus de réparation épithéliale. Cependant, Kanno et al. 
ont démontré, dans un modèle de plaies cutanées sur le rat, que l’inoculation de P. aeruginosa 
induisait un recrutement de neutrophiles au site de lésion et augmentait leur sécrétion de TNF-
Į, ce qui favoriserait la refermeture des plaies (129). Cette étude suggérait qu’une réponse 
inflammatoire dans les cellules épithéliales, suite à une infection, pourrait participer à la 
régulation des processus de réparation. De façon similaire, j’ai participé à une étude visant à 
définir l’impact de l’inflammation, plus précisément du TNF-Į, sur la réparation épithéliale 
non-FK et FK (voir annexe) (137). Nos résultats démontraient que l’inflammation stimulait la 
réparation épithéliale ainsi que la migration cellulaire, tout comme Kanno et al. Cependant, 
dans notre étude, le TNF-Į inhibait le processus de prolifération cellulaire. Ainsi, 
l’inflammation peut moduler les processus de réparation, mais son impact peut être plus 
complexe qu’attendu. Il serait ainsi probable qu’une réponse inflammatoire soit induite par le 
filtrat bactérien de P. aeruginosa PsaDM, et que celle-ci puisse contribuer à l’inhibition de la 
réparation épithéliale, mais probablement par un autre mécanisme que celui du TNF-Į. 
 Suite à une infection, plusieurs TLR pourraient être activés et engendrer différentes 
réponses cellulaires, mais surtout générer différents impacts sur la réparation. Par exemple, 
Dasu et al.ont rapporté que l’activation du TLR-2 altérait la réparation des plaies dans des 
souris diabétiques (264), alors que dans un modèle similaire, Dieters et al. ont démontré que 
l’application d’un agoniste du TLR-2 stimulait la réparation (265). Les essais préliminaires 
que nous avons faits au laboratoire indiquent que la présence d’un anticorps neutralisant de 
TLR-2 renverserait très partiellement l’effet délétère de PsaDM sur la réparation épithéliale, 
tandis que l’application d’un ligand de TLR-2 inhiberait faiblement la réparation des 
monocouches de cellules primaires de voies aériennes non-FK. D’autre part, le LPS, un 
lipopolysaccharide retrouvé chez P. aeruginosa et E. coli, n’affecterait pas la migration de 
fibroblastes, mais celle des kératinocytes par l’activation des TLR-2 et TLR-4 (266).  À 
l’inverse, Koff et al. ont mis en évidence une voie de signalisation favorisant la réparation 
dans les cellules des voies aériennes, par laquelle le LPS de P. aeruginosa activerait le TLR-4 
(128). Les conséquences physiologiques, associées à  l’activation des TLR à la suite d’une 
exposition à un pathogène, est un phénomène complexe et encore mal compris, ce qui peut 
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rendre difficile l’étude de l’impact de l’infection et l’inflammation sur les processus de 
réparation épithéliale. 
 
4.2.2.3.1) Impact de l’inflammation sur le CFTR dans le cadre de la réparation de 
l’épithélium fibrose kystique 
 Par son rôle dans les processus de réparation épithéliale, il serait intéressant de voir 
comment l’inflammation pourrait affecter l’expression et la fonction de CFTR ainsi que son 
implication dans les phénomènes de régénération épithéliale. À ce jour et au meilleur de mes 
connaissances, aucune étude n’a encore exploré le lien entre l’inflammation, le CFTR et la 
réparation épithéliale. Cependant, plusieurs études suggèrent que l’inflammation pourrait 
réguler l’expression de CFTR. En fait, il a été rapporté que l’IL-1ȕ aiderait à la stabilisation de 
l’ARNm de CFTR dans les cellules Calu-3 (267), ce qui pourrait dans notre modèle favoriser 
la réparation épithéliale. À l’inverse, quelques études démontrent que l’inflammation pourrait 
avoir des effets délétères sur le CFTR. En effet, il a été démontré que les cytokines pro-
inflammatoires, telles que le TNF-Į, pouvaient réduire la stabilité et les niveaux d’ARNm de 
CFTR (25;227;268). De plus, une étude récente a proposé une nouvelle voie de dégradation du 
CFTR qui passerait via l’activation des protéases calpaïnes par l’élastase neutrophilique (269). 
Cependant, dans certains modèles de trachées humaines et de souris FK, il a été suggéré qu’il 
n’existait pas de lien entre la réponse inflammatoire induite par P. aeruginosa et la maturation 
du canal CFTR (270). Ainsi, il n’existe pas pour l’instant de consensus concernant l’impact de 
l’inflammation sur l’expression et la fonction du CFTR et la réponse inflammatoire en FK 
demeure encore un domaine très complexe, mais qui mérite d’être exploré.  
  
4.2.3) La correction de CFTR dans l’épithélium fibrose kystique 
 Au cours des dernières années, la communauté scientifique FK a commencé à 
s’intéresser aux thérapies adaptées à chaque classe de mutations. En effet, comme décrit à la 
section 1.4.7.3, plusieurs molécules ont été développées afin d’aider la maturation et 
l’adressage à la membrane de la protéine mutée CFTR-¨F508. Étant donné que nos résultats 
démontraient une implication directe du canal CFTR dans les processus de réparation 
épithéliale, nous avons proposé que la correction du CFTR pouvait améliorer le délai de 
réparation que présentait l’épithélium FK. D’ailleurs, lorsque nous avons comparé des lignées 
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cellulaires transduites avec du CFTR-wt avec la lignée FK correspondante, nous avons 
observé une augmentation du taux de réparation. Suite à l’application du correcteur VRT-325, 
nous avons mesuré des courants Cl- activés par l’AMPc dans des cellules CFBE-¨F508, mais 
également dans des cellules primaires des voies aériennes FK. Ces résultats permettaient de 
confirmer que le composé VRT-325 pouvait réellement corriger la maturation et favoriser la 
mise en place de canaux CFTR-¨F508 partiellement fonctionnels à la membrane dans des 
cellules FK. Cependant, notre découverte la plus intéressante a été que le correcteur VRT-325 
permettait une amélioration de la capacité de réparation des monocouches de cellules FK. En 
effet, nous avons noté une augmentation de la vitesse de réparation dans des monocouches de 
cellules CFBE-¨F508. Nous avons été agréablement surpris de constater que cette 
amélioration de la réparation était beaucoup plus importante et marquée dans les cellules 
primaires humaines bronchiques provenant de patients FK greffés. Ainsi, nous avons 
démontré pour la première fois que les correcteurs du CFTR pouvaient non seulement corriger 
le défaut de base de CFTR, mais aussi favoriser la régénération épithéliale FK, augmentant 
ainsi l’intérêt thérapeutique de ces correcteurs.  
 Différents modes d’action des correcteurs ont été mis en évidence (229) et ils semblent 
pouvoir se lier à différents sites sur le CFTR. Ainsi, chaque classe de correcteur, en fonction 
de leur mode d’action, pourrait contribuer de façon complémentaire à la correction du canal 
CFTR. En effet, Farinha et al. ont effectivement noté un effet additif sur la correction de la 
protéine lors de la combinaison des correcteurs Vx-809 et VRT-325 (228). Les correcteurs 
peuvent être classés en trois catégories distinctes. Il y a ceux qui ciblent : 1) les interfaces 
entre le NBD et le MSD1 ainsi qu’entre le NBD1 et le MSD2, 2) le défaut d’assemblage du 
NBD2, et 3) le défaut énergétique du NBD1-¨F508 (229). Ainsi, ce n’est pas seulement 
l’utilisation de différentes molécules correctrices, mais bien la combinaison de correcteurs 
ciblant spécifiquement chacun des défauts structuraux, qui serait une stratégie efficace pour la 
récupération d’une fonction suffisante de CFTR qui permettra une amélioration des 
paramètres cliniques chez les patients FK.  
Une étude de Yu et al. a démontré que la correction du CFTR par le VRT-325 
permettait le repliement partiel du NBD1. Cependant, le canal résultant possèderait tout de 
même un défaut d’activation (271) (272). En effet, par le passé, il a été démontré que le CFTR 
muté corrigé possédait, non seulement une demi-vie jusqu’à 6 fois plus courte qu’un CFTR wt 
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(202;227), mais qu’il répondait également moins bien à l’AMPc (203).  Pour contourner ce 
problème, Yu et al. avaient proposé de conjuguer le potentiateur VX-770 au correcteur de 
CFTR, ce qui leur a permis de mesurer des courants Cl- plus élevés (271). En nous fiant sur 
ces évidences, nous avons évalué l’impact de la combinaison de ces deux composés sur les 
processus de réparation. Nos résultats préliminaires laissent croire que cette combinaison 
pourrait augmenter davantage la capacité des cellules à réparer. Comme démontré à la figure 
15, l’addition du potentiateur VX-770 aux cellules traitées avec le correcteur VRT-325 en 
condition LB permet une amélioration plus importante de la réparation épithéliale 
comparativement à la condition de VRT-325 seule. Ceci permet, dans un premier temps, de 
confirmer que le CFTR joue réellement un rôle dans les processus de réparation, et montre 
également une nouvelle avancée pour ce type de thérapie adaptée à la classe de mutations.  
 
 
4.2.3.1) L’impact de l’infection sur la correction de CFTR dans l’épithélium fibrose 
kystique 
  La composante infectieuse, comme expliqué à la section 4.1.2.2, est dominante dans la 
pathologie de la FK et peut affecter également les processus de réparation. Puisque nous avons 
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mis en évidence le rôle de CFTR dans les processus de réparation et que nous avons observé 
un impact de l’infection sur la fonction de CFTR, nous avons ensuite décidé d’étudier l’effet 
de l’infection sur la correction du CFTR. En présence du filtrat PsaDM, nous avons d’abord 
observé une diminution drastique de la correction du CFTR, induite par le VRT-325, dans les 
cellules CFBE-¨F508 tant au niveau protéique qu’au niveau fonctionnel. Par la suite, nous 
avons confirmé l’effet délétère des exoproduits de P. aeruginosa sur la fonction du CFTR 
corrigé dans les cellules humaines primaires des voies aériennes FK. Malheureusement, ceci 
démontre que l’infection affecterait la maturation et la correction de la fonction de CFTR par 
le correcteur VRT-325. De façon similaire, l’équipe du Dr Stanton a démontré que le filtrat 
bactérien de P. aeruginosa (PA14) inhibait la fonction du CFTR-¨F508 corrigé, dans ce cas-
ci, par une exposition à faible température (250). En effet, par le passé, il avait été démontré 
qu’une baisse de la température (de 37°C à 29°C) permettait la suspension de la voie de 
dégradation ERAD (endoplasmic reticulum- associated degradation) et permettait ainsi une 
maturation du canal CFTR (273). Ensuite, de récentes évidences suggéreraient, dans un 
premier temps, que le correcteur Vx-809 était capable d’induire une sécrétion de Cl- dans des 
cellules humaines bronchiques FK, mais que cette correction pouvait être altérée en présence 
du filtrat bactérien PA14 (274), ce qui corrobore avec nos résultats. 
 En accord avec le fait que l’infection affecterait la correction du CFTR, nous avons 
observé que l’amélioration de la réparation induite par le VRT-325 était également 
compromise (voir figure 16). En fait, l’effet bénéfique sur la réparation était complètement 
aboli par le filtrat PsaDM dans les cellules CFBE-¨F508 traitées avec le VRT-325 
(PsaDM+VRT-325). Toutefois, nous sommes conscients que l’effet délétère du filtrat 
bactérien sur la réparation épithéliale stimulée par le VRT-325 n’est pas nécessairement causé 
par l’inhibition de la maturation du CFTR. Nous avons aussi observé, dans les cellules 
humaines primaires nasales et bronchiques issues de patients FK, que la présence de PsaDM 
causait une importante diminution du taux de réparation (PsaDM). Toutefois, l’ajout de VRT-
325 a permis de récupérer une partie de la capacité de réparation des cellules FK  
(PsaDM+VRT-325). En effet, malgré une diminution de son effet bénéfique en présence de 
PsaDM, le traitement des cellules primaires FK au VRT-325 semblerait quand même 
améliorer légèrement, mais de façon significative, la réparation épithéliale comparativement à 
la condition de PsaDM seule. Ces résultats sembleraient tout de même indiquer que l’efficacité 
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de la correction pourrait être diminuée en présence d’infection, ce qui remettrait en perspective 
l’administration de ces composés chez des patients dont les voies respiratoires sont infectées 
de façon chronique. En fait, les études cliniques en cours, où le correcteur Vx-809 était 
administré à des patients FK, ont permis de mettre en évidence qu’une faible amélioration de 
la fonction pulmonaire. Nous ne pouvons pas affirmer que ce modeste effet puisse être dû à la 
composante infectieuse qui limiterait la correction du CFTR et la réparation épithéliale. 
Toutefois, ces phénomènes pourraient contribuer à limiter cette approche thérapeutique. Les 
études cliniques en cours combinant des traitements correcteur/potentiateurs (Vx-809/VX-
770) indiquent une amélioration plus marquée de la fonction pulmonaire. Il est intéressant de 
remarquer que de la même façon, l’amélioration de la réparation est plus importante en 
présence de VRT-325 et VX-770, et ceci malgré la présence d’infection (voir figure 15). 
 Nous avons aussi observé que l’amélioration de la réparation des monocouches de 
cellules humaines primaires nasales et bronchiques issues de patients FK variait beaucoup 
d’un patient à l’autre. Il faut noter que nos spécimens provenaient de très jeunes patients 
(cellules épithéliales nasales en début de maladie), mais aussi des patients plus âgés et 
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transplantés (cellules épithéliales bronchiques avec un stade plus avancé de la maladie). Dans 
notre étude, nous n’avons pas noté de corrélation entre la réponse au correcteur et l’atteinte 
plus ou moins sévère de la maladie. En fait, il a déjà été décrit que l’efficacité et le mécanisme 
d’action des correcteurs pouvaient varier en fonction du type cellulaire (55). Cependant, il se 
pourrait très bien que cette variation de l’efficacité des correcteurs soit aussi causée par un 
niveau d’infection plus ou moins sévère chez le patient. Basé sur nos observations que 
l’infection affecterait la maturation de CFTR induite par le VRT-325, il se pourrait qu’un 
patient, qui répondait bien à un correcteur en temps normal, y réponde moins bien en période 
d’exacerbation. Toutefois, à ce jour, aucune corrélation n’a été établie entre l’efficacité des 
correcteurs et le type de bactéries et/ou la sévérité de l’infection.  
 
4.2.3.2) Les alternatives possibles pour l’épithélium fibrose kystique 
 Si le processus de maturation et d’adressage de CFTR induit par les correcteurs était 
effectivement altéré par la composante infectieuse, il serait important de définir des moyens 
pour contourner le problème ou de développer de nouvelles alternatives. D’abord, il faudrait 
comprendre comment l’infection affecte l’efficacité des correcteurs et/ou des potentiateurs. 
Ainsi, des composés efficaces, mais mieux adaptés à l’environnement hostile des voies 
aériennes FK pourraient être développés.  
 Par ailleurs, les canaux K+ pourraient constituer une alternative intéressante. En effet, 
la modulation des canaux K+ pourrait amener un éventail de bienfaits. Leur activation 
stimulerait la sécrétion de Cl- via les canaux Cl- alternatifs, ce qui permettrait une 
réhydratation partielle de l’ASL (60;275). Il semble que l’activité des canaux K+ régulerait 
également la réponse inflammatoire (276;277). De plus, comme expliqué en détail dans la 
revue de Girault et al., l’activité des canaux K+ régulerait les phénomènes de migration et de 
prolifération cellulaire en condition normale et suite à des lésions, et ce dans plusieurs types 
cellulaires (123). En outre, durant mes travaux de maîtrise, nous avions démontré que les 
canaux KvLQT1, KATP et KCa3.1 participaient aux processus de réparation épithéliale 
alvéolaire et bronchique (148;149). 
 Des résultats préliminaires au laboratoire (voir figure 17) suggèrent que l’activation du 
canal KATP par le pinacidil stimulerait la réparation des monocouches de cellules humaines 
primaires des voies aériennes non-FK en condition contrôle (LB+Pina) ainsi qu’en présence 
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du filtrat bactérien (PsaDM+Pina). De plus, les correcteurs de CFTR, tels que le VRT-325, 
pourraient être bénéfique non seulement pour le CFTR, mais aussi possiblement pour les 
canaux K+. En effet, il a été démontré que le VRT-325 était capable d’aider à la maturation du 
canal K+ hERG (199). Il semblerait que ce canal K+ puisse interagir et activer avec la ȕ1-
intégrine (voir revue de Girault et al. (123)), une composante importante dans la migration 
cellulaire. Il faudrait déterminer si ce canal participe aux processus de réparation épithéliale 
dans nos modèles cellulaires, et si c’est le cas, il est possible que l’effet bénéfique de 
l’application du VRT-325 ne dépende pas seulement de la correction de CFTR, mais 
également de celle sur le canal hERG. Ainsi, puisque le CFTR et les canaux K+ joueraient 
conjointement un rôle crucial dans les processus de réparation épithéliale, la combinaison de 
correcteurs, de potentiateurs et des activateurs des canaux K+ pourrait permettre de cumuler 
leurs effets bénéfiques sur la régénération épithéliale et constituer éventuellement une 
nouvelle avenue thérapeutique. Toutefois, les canaux K+ sont exprimés de façon ubiquitaire 
dans les cellules de différents organes. C’est pourquoi les modulateurs de ces canaux devraient 







Chapitre 5 – Conclusion  
 Le but de mon projet de doctorat aura été d’abord d’établir l’existence d’un défaut de 
base de réparation de l’épithélium des voies aériennes FK, d’investiguer le rôle du CFTR dans 
ce défaut et d’utiliser les correcteurs de CFTR pour stimuler la réparation épithéliale pour 
réduire ce délai de réparation. Le deuxième volet de mon projet aura été d’explorer l’impact de 
l’infection sur la fonction et sur la correction du CFTR. 
  Mon projet aura permis, en partie, de mieux comprendre les mécanismes de réparation 
épithéliale régissant l’épithélium FK afin de tenter de proposer de nouvelles approches 
thérapeutiques ciblant spécialement le CFTR, par l’utilisation de différents correcteurs, et 
ciblant potentiellement les canaux K+. Il aura également permis de mieux comprendre 
comment l’effet délétère de l’infection pourrait affecter les facteurs régulant la réparation 
épithéliale, telle que la fonction du CFTR ainsi que l’amélioration de la réparation par les 
correcteurs de CFTR. Ces observations ont permis de soulever des questions importantes 
concernant l’efficacité des correcteurs en présence d’infection, ce qui devrait être pris en 
compte lors de l’évaluation des prochaines thérapies impliquant les correcteurs de CFTR. 
 Pour la suite du projet, il serait intéressant d’étudier plus finement le défaut de 
réparation de l’épithélium FK. En effet, selon différentes équipes, le délai de réparation serait 
causé par une altération de différents paramètres, tels qu’une fonction réduite des canaux K+ 
couplée à une diminution de la réponse à l’EGF (149), une diminution de l’expression et la 
fonction du canal Cl- activé par le Ca2+ ANO1 (167), une diminution du niveau de 
sphingolipides affectant la voie d’activation et de signalisation de la ȕ1-intégrine (239) et une 
dérégulation de la sécrétion d’IL-8 et de l’activité des MMP et de TIMP-1 (116). Ces éléments 
pourraient être altérés par l’absence et/ou la dysfonction de CFTR ou il se pourrait que 
l’épithélium FK puisse simplement présenter d’autres défauts complètement indépendants du 
CFTR.  
 Nous pourrions également identifier le ou les exoproduit(s) contenu(s) dans le filtrat 
bactérien de P. aeruginosa responsable(s) des effets délétères observés sur le CFTR, la 
maturation du CFTR ainsi que  la réparation épithéliale. Ceci nous permettrait de trouver des 
moyens pour contrecarrer ces effets afin de promouvoir la correction de CFTR et la 
régénération épithéliale. Pour ce faire, il est prévu d’utiliser des mutants de P. aeruginosa de 
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souche de laboratoire (PA01) dans lesquels des gènes ont été mutés pour étudier leur 
implication dans la pathogénicité de cette bactérie.  
 Ensuite, comme expliqué dans la section 4.2.3, nous pourrions aussi étendre notre 
champ d’étude à d’autres bactéries et pathogènes qui colonisent les voies aériennes FK, tels 
que S. aureus. En effet, il serait intéressant d’évaluer son impact seul et combiné à la bactérie 
P. aeruginosa sur la fonction du CFTR et les processus de réparation épithéliale FK afin de 
mieux comprendre la possible synergie entre ces bactéries au niveau des voies aériennes FK.  
 Un peu de la même manière, nous pourrions également déterminer la contribution de la 
composante inflammatoire sur le CFTR, sa maturation ainsi que les processus de réparation. 
Pour ce faire, nous pourrions faire des co-cultures de cellules épithéliales des voies aériennes 
avec des cellules immunes afin de déterminer l’impact des différents médiateurs 
inflammatoires et cytokines sur les processus de réparation épithéliale. 
 Enfin, nous pourrions aussi tester différents composés pour trouver la meilleure 
combinaison de correcteurs et de potentiateurs du CFTR, ainsi que d’activateurs des canaux 
K+ pour promouvoir la régénération épithéliale. Donc, la poursuite de ces différentes voies 
permettra éventuellement de développer de nouvelles avenues thérapeutiques plus ciblées et 
mieux adaptées pour promouvoir la régénération épithéliale dans les voies aériennes et 
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Maillé E, Trinh NT, Privé A, Bilodeau C, Bissonnette É,
Grandvaux N, Brochiero E. Regulation of normal and cystic ﬁbrosis
airway epithelial repair processes by TNF- after injury. Am J Physiol
Lung Cell Mol Physiol 301: L945–L955, 2011. First published Sep-
tember 9, 2011; doi:10.1152/ajplung.00149.2011.—Chronic infection
and inﬂammation have been associated with progressive airway epi-
thelial damage in patients with cystic ﬁbrosis (CF). However, the
effect of inﬂammatory products on the repair capacity of respiratory
epithelia is unclear. Our objective was to study the regulation of repair
mechanisms by tumor necrosis factor- (TNF-), a major component
of inﬂammation in CF, in a model of mechanical wounding, in two
bronchial cell lines, non-CF NuLi and CF CuFi. We observed that
TNF- enhanced the NuLi and CuFi repair rates. Chronic exposure
(24–48 h) to TNF- augmented this stimulation as well as the
migration rate during repair. The cellular mechanisms involved in this
stimulation were then evaluated. First, we discerned that TNF-
induced metalloproteinase-9 release, epidermal growth factor (EGF)
shedding, and subsequent EGF receptor transactivation. Second, TNF-
-induced stimulation of the NuLi and CuFi wound-closure rates was
prevented by GM6001 (metalloproteinase inhibitor), EGF antibody
(to titrate secreted EGF), and EGF receptor tyrosine kinase inhibitors.
Furthermore, we recently reported a relationship between the EGF
response and K channel function, both controlling bronchial repair.
We now show that TNF- enhances KvLQT1 and KATP currents,
while their inhibition abolishes TNF--induced repair stimulation.
These results indicate that the effect of TNF- is mediated, at least in
part, through EGF receptor transactivation and K channel stimula-
tion. In contrast, cell proliferation during repair was slowed by
TNF-, suggesting that TNF- could exert contrasting actions on
repair mechanisms of CF airway epithelia. Finally, the stimulatory
effect of TNF- on airway wound repair was conﬁrmed on primary
airway epithelial cells, from non-CF and CF patients.
airways; inﬂammation; EGF receptor; K channels; KvLQT1; KATP
IN CYSTIC FIBROSIS (CF), mutations of the gene coding for the CF
transmembrane conductance regulator (CFTR) Cl channel
cause dysfunction of Cl secretion, resulting in unbalanced
Cl, Na and ﬂuid transport, thus reducing mucociliary clear-
ance and favoring bacterial colonization and chronic inﬂam-
mation in airways. The persistence of oxidants, proteases, and
inﬂammatory mediators is central to the progression of lung
damage and remodeling as well as the decline of lung function
in patients with CF (for review see Refs. 17 and 52). Severe
bronchiectasis is the most commonly observed structural ab-
normality in CF lungs. However, ultrastructural studies have
also disclosed nonspeciﬁc ciliary anomalies, goblet and basal
cell hyperplasia, squamous cell metaplasia, and decreased
Clara cells (21, 30, 52).
In response to injury, epithelial tissues initiate repair pro-
cesses in an attempt to restore the normal airway architecture.
However, these processes seem ineffective in reestablishing
epithelial integrity in patients with CF. It is not yet clear
whether this inefﬁcient repair is attributable to a basic repair
default of CF airways (28, 56), to the severity of epithelial
damage induced by infectious and inﬂammatory products, or to
inﬂammation itself affecting the ability of CF airways to repair
themselves. It is thus important to further study the regulatory
mechanisms of airway epithelial repair by inﬂammatory cyto-
kines. To date, it has been determined that epithelial repair
involves multiple mechanisms, including 1) dedifferentiation,
2) adhesion/de-adhesion to the extracellular matrix (ECM)
controlled by integrins and matrix metalloproteinases (MMPs),
3) spreading and migration of healthy cells, 4) cell prolifera-
tion, and 5) redifferentiation (49). These processes are modu-
lated by several growth factors, including epidermal growth
factor (EGF), through EGF receptors (EGFR), a convergent
pathway producing motility and proliferative responses (32,
52, 57, 58). We have recently demonstrated the involvement of
an autocrine EGF loop in the control of non-CF (NuLi) and CF
(CuFi) bronchial repair processes (58). Moreover, K channel
function, particularly KvLQT1, KATP, and KCa3.1, coupled
with EGFR signaling, was found to be crucial for epithelial
repair (58). Our study also highlighted a delay in repair of CuFi
compared with NuLi monolayers, associated with reduced K
channel function and a lower EGF response in CuFi cells (58).
Although EGF is key in bronchial repair, several other growth
factors and inﬂammatory mediators might also regulate airway
regeneration.
Chronic inﬂammation of lung tissue is a hallmark of CF lung
physiopathology, and elevated levels of various proinﬂamma-
tory cytokines are detected in CF airways (17, 35, 37). Among
them, tumor necrosis factor- (TNF-) is a pivotal component
of inﬂammation initiation and progression (35). Thus it is both
beneﬁcial in developing immune responses but also deleterious
through ampliﬁcation of inﬂammatory reactions and neutro-
philic inﬁltration, leading to epithelial injury. TNF- could
also have opposing effects on repair mechanisms. For example,
pro- (2, 15) and antiproliferative (6) actions of TNF- as well
as promigratory outcomes (15) have been reported in epithelial
cells. Secondary activation by TNF- of metalloproteinases
[MMPs and a disintegrin and metalloproteases (ADAMs)] (2,
15, 65), which have been demonstrated to evoke EGFR ligand
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shedding in many cell types (8, 29, 33, 43, 64), could also
induce the EGFR pathway (2, 15, 62). However, the impact of
TNF- on repair processes and the relationship between the
TNF- response and EGFR signaling in CF airways have never
been deﬁned. Finally, K channels have been shown to be up-
(22, 60, 61) or downregulated (60) by TNF-, depending on
the K channel subtype and cell type. To the best of our
knowledge, the inﬂuence of TNF- on lung K channels,
involved in airway epithelial repair (58), has never been
studied.
Our aim was thus to investigate the effects of acute and
chronic exposure to TNF- on the repair processes of NuLi and
CuFi bronchial monolayers. Our results indicated that cell
growth during repair was reduced by TNF-, whereas cell
migration and wound-healing rates were stimulated. We also
evaluated the role of MMP and EGFR transactivation in
TNF--induced wound healing. In addition, because K chan-
nel activity is critical for bronchial repair, we examined cou-
pling between TNF- stimulation and K channel function.
Finally, the physiological impact of TNF- on wound repair of
human primary non-CF and CF cell monolayers was assessed.
MATERIALS AND METHODS
Cell culture. NuLi-1 (non-CF) and CuFi-1 (CF, homozygote
F508/F508) bronchial cells, gifted by Dr. J. Zabner, were used
between passages 13 and 17 to avoid any phenotypic drift, as
established originally (63). The cells were cultured in bronchial
epithelial cell growth medium (BEBM; Lonza, Walkersville, MD)
supplemented (BEGMEGF) with hydrocortisone, bovine pituitary
extract (BPE), transferrin, bovine insulin, triiodothyronine, epineph-
rine, retinoic acid, penicillin-streptomycin, geneticin, ﬂuconazole,
and EGF (0.5 ng/ml), in human collagen type VI (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO)-coated Petri dishes (58). Some experiments were
performed in the absence of EGF (BEGMEGF-free) and/or BPE
(BEGMEGF-BPE-free). For short-circuit current (Isc) studies in an
Ussing chamber, cells were cultured on collagen VI-coated per-
meant ﬁlters (Costar Transwell, Toronto, ON) in DMEM/F-12
(GIBCO, Invitrogen, Grand Island, NY), supplemented with Ul-
troserG (increasing ion transport, 2%; Biosepra, Cergy-Saint-
Christophe, France), at the air-liquid interface (58).
Primary human airway epithelial cells were recovered after nasal
polypectomy procedures at CHUM-Hôtel-Dieu (Montréal, Québec,
Canada), according to an approved ethics protocol. After dissection,
polyps were rinsed with PBS and then incubated with MEM (Invit-
rogen) supplemented with 7.5% NaHCO3 (Sigma-Aldrich), 2 mM
L-glutamine, 10 mM HEPES (Fisher, Nepean, ON, Canada), 0.05
mg/ml gentamycin, 25 U/ml penicillin-streptomycin, 0.25 g/ml
Fongizone (Invitrogen, Burlington, ON, Canada), 0.1% pronase E
(Sigma-Aldrich), and 10 g/ml DNAse (Sigma-Aldrich), overnight, at
4°C, under gentle agitation. After neutralization of pronase-DNAse
activity with 10% FBS, the cells were gently scraped off the remain-
ing tissue, and the cell suspension was recovered and centrifuged for
5 min at 1,500 revolution/min. The cell pellet was resuspended with
5 ml ACK lysis solution (0.1 mM NH4Cl, 10 M KHCO3, 10 nM
EDTA), incubated on ice for 5 min and then neutralized with 10%
FBS. After cell suspension centrifugation, the cell pellet was resus-
pended, counted, and seeded on supports coated with Purecol (Cedar-
lane, Burlington, ON, Canada). The cells were grown in CnT17
medium (CellnTec Advanced Cell Systems, Bern, Switzerland) until
conﬂuence and then in complete SAGM (LHC basal medium supple-
mented with SAGM) (Clonetics, Walkersville, MD) and 25 ng/ml
EGF, 100 U/ml of penicillin-streptomycin, 0.07 g/ml phosphoryle-
thanolamine (Sigma-Aldrich), 1.86 ng/ml ethanolamine (Sigma-
Aldrich), 0.05 nM retinoic acid (Sigma-Aldrich), and stock 11, stock
4 and trace elements (kindly provided by Dr. Scott Randell, Univer-
sity of North Carolina).
Wound healing. NuLi, CuFi, and human primary cell monolayers
were injured mechanically with a P10 pipette tip (6 wounds per Petri
dish, 2 Petri dishes per condition) (58), then washed to remove
detached injured cells. The mean area of the initial wounds was
0.987 0.005 mm2, with maximal variation of 5%, demonstrating the
reproducibility of our scratch assay (57, 58). The monolayers were
photographed with a digital camera under light microscopy (4
enlargement) at time 0 and after 6 h in BEGMEGF or 18 h in
BEGMEGF-free. A mark on the Petri dishes allowed us to photograph
the wounds exactly at the same place at various times and to measure,
with ImageJ software, the wound area initially and after repair. Our
results are reported as repair rates in m2/h and compared with the
outcome of different treatments (TNF-, BioSource; Invitrogen,
Carlsbad, CA), GM6001 (USBiological, Swampscott, MA), anti-EGF
antibody (EGF-Ab; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA),
inhibitors of erbB1 (tyrphostin AG-1478) and erbB2 (tyrphostin
AG-875), cloﬁlium (a KvLQT1 channel blocker), glibenclamide (a
KATP channel blocker), and TRAM-34 (a KCa3.1 channel blocker)
(Sigma-Aldrich) in BEGMEGF or BEGMEGF-free.
Cell proliferation. Cell proliferation was evaluated by counting
NuLi and CuFi cell number 1) before injury, 2) at time 0 after injury,
and 3) after 24 h of repair. Brieﬂy, after culture in BEGMEGF until
conﬂuence, the monolayers were washed with PBS, and the cells were
separated with 0.25% trypsin-EDTA and then counted with an hemo-
cytometer. The same method was employed to count the number of
remaining cells at time 0 after injury in NuLi and CuFi monolayers
(treated or not with TNF- after injury, in BEGMEGF-free) and after 24
h of repair (in the presence or absence of TNF-, in BEGMEGF-free).
The absence of cytotoxicity by TNF- was veriﬁed by counting the
number of detached cells as well as stained cells in Trypan-blue
exclusion assay.
Single-cell tracking of cell migration in time-lapse experiments.
The migratory capacity of NuLi and CuFi cells was evaluated by
single-cell tracking in live time-lapse experiments after wounding.
Conﬂuent monolayers were treated or not for 48 h with TNF- (in
BEGMEGF) before injury (wound width was reduced to one-third of
the standard wound size to reduce the duration of these experiments
and focus on cell migration). Images were captured at 2-min intervals
over a 60-min period by digital camera connected to an Olympus
microscope (10 enlargement). Image J software was used to track
single cells (30 individual cells at the wound edge per experiment) and
to calculate migration rates (m/h, from 5 different experiments).
EGFR/pEGFR expression by immunoblotting. Total proteins were
obtained from NuLi and CuFi cells cultured in BEGMEGF for 10
days and in BEGMEGF-BPE-free for 18 h before protein extraction.
EGFR and the phosphorylated form of EGFR (pEGFR) were detected
by immunoblotting, with anti-erbB1 and anti-pEGFR845 antibodies
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA) (58). The intensity of
pEGFR and EGFR bands was quantiﬁed with Multigauge software.
The results are reported as the pEGFR/EGFR ratio, in percentage of
the control condition.
EGF shedding. NuLi and CuFi cells were cultured until conﬂuence
in BEGMEGF. Cell monolayers were then treated or not with TNF-
in BEBM for 24 h before conditioned medium collection. After
centrifugation, the supernatants were concentrated on Amicon Ultra
3K ﬁlters (Millipore, Carrigtwohill, Ireland) and separated on 15%
polyacrylamide-SDS gel. Pro-EGF and mature EGF bands were
revealed by an EGF antibody (Santa Cruz Biotechnology). EGF band
intensity, normalized by the pro-EGF signal, was quantiﬁed with
Multigauge software and presented as a percentage of the control,
nontreated condition.
Gelatin zymography analysis. NuLi and CuFi cell monolayers were
wounded or not, and the medium was replaced by BEGMEGF-BPE-free
supplemented or not with TNF- and/or GM6001 for 24 h before
conditioned medium collection. After centrifugation, the supernatants
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were concentrated on Microsep 10K Omega ﬁlters (Pall, Ann Arbor,
MI) and then separated on 7.5% polyacrylamide-SDS gel containing
0.1% gelatin. The gel was washed for 1 h at room temperature in a 2%
Triton X-100 solution and incubated in buffer containing 50 mM
Tris·HCl, 0.1% Triton X-100, 5 mM CaCl2 (pH 7.6), overnight at
37°C under gentle stirring. The gel was stained for 30 min in a 0.1%
Coomassie blue (Sigma), 40% methanol, and 10% acetic acid solution
and washed for 18 h in a buffer containing 10% acetic acid and 20%
methanol for destaining. Finally, the gel was transferred to a solution
of 10% acetic acid and 5% glycerol before drying. Signal intensity
was analyzed by Multigauge software.
Transepithelial short-circuit ion currents in Ussing chamber.
Transepithelial ion currents through NuLi and CuFi cell layers was
studied by short-circuit current (Isc) measurement in an Ussing cham-
ber (40, 58). Cells were cultured on ﬁlters until they reached the
air-liquid interface and formed a polarized epithelium with high
resistance (	1,200
·cm2). The ﬁlters were then treated or not (on the
basolateral side) with TNF-, 24 h before the experiment. After being
washed, the ﬁlters were mounted in a heated Ussing chamber and
bathed with warm physiological solution.
Statistics. Experiments on NuLi and CuFi cells were conducted in
parallel, in control and TNF- conditions (paired experiments), and
repeated a number of times (on different passages) indicated in each
ﬁgure legend. The data are reported as means (of these repeat
experiments)  SE. Groups were compared by paired or one-group
t-test (as indicated in each ﬁgure legend) with Statview software (SAS
Institute, Cary, NC). Probability of P  0.05 was considered to be
signiﬁcant.
RESULTS
Impact of TNF- on basal and EGF-stimulated bronchial
wound healing. The repair processes of NuLi and CuFi epithe-
lia were studied in our model (58) of mechanical wound injury.
We ﬁrst conﬁrmed (58) that the wound-healing rate in CuFi
(25.9  4.0  103 m2/h) monolayers was slower than in
NuLi (72.2  8.1  103 m2/h) monolayers in complete
BEGM containing 0.5 ng/ml EGF (BEGMEGF, Fig. 1A). The
impact of TNF- (40 ng/ml in BEGMEGF, applied at T0 after
injury) on wound closure was then tested in NuLi and CuFi
monolayers over a 6-h period (Fig. 1A). We ﬁrst veriﬁed that
this TNF- concentration elicited no cytotoxicity, evaluated by
counting detached cells and by the Trypan blue exclusion test.
We observed that TNF- exposure, in the presence of EGF,
slightly but not signiﬁcantly affected the NuLi and CuFi
wound-repair rates (Fig. 1A).
In the absence of exogenous EGF stimulation (i.e.,
BEGMEGF replaced by BEGMEGF-free at T0 after injury, Fig.
1B), we noted that NuLi and CuFi wound closure rates were
2.5- and 1.4-fold slower, respectively, than in BEGMEGF
(compare control conditions in Fig. 1, A and B). These results
conﬁrmed our previous ﬁndings showing the involvement of
EGF in bronchial repair and the lower response to EGF in
repairing CuFi cells (58). Furthermore, a 5 ng/ml TNF-
concentration signiﬁcantly stimulated the repair rate of NuLi
(25.9  3.9  103 m2/h in the control condition to 35.3  4.6 
103 m2/h in the presence of TNF-, n  9, P  0.01) and
CuFi (16.8 2.0 103 and 25.6 2.9 103 m2/h in control
and TNF- conditions, respectively, n  9, P  0.003).
TNF-, at 40 ng/ml (in BEGMEGF-free, applied at T0 after
injury) elicited a higher stimulatory effect. Indeed, it enhanced
the wound-repair rate in both NuLi (from 25.9  3.9  103
m2/h in the absence of TNF- to 43.6  3.7  103 m2/h in
its presence, n  9, P  0.002) and CuFi (from 16.8  2.0 
103 m2/h to 28.1  2.6  103 m2/h, P  0.0001) mono-
layers (Fig. 1B).
Stimulation of bronchial wound repair by chronic TNF-
treatments. Given that CF airways are chronically exposed to
TNF-, we evaluated the effect of longer TNF- treatments.
The acute action of TNF-, applied at T0 after injury (protocol
1, TNF--T0, Fig. 2A), was compared with chronic treatment
for 24 h (protocol 2, TNF--T-24h) and 48 h (protocol 3,
TNF--T-48h) before injury. The TNF--induced repair rate
was compared with control, untreated monolayers, in the pres-
ence (BEGMEGF, Fig. 2B) and absence (BEGMEGF-free, Fig.
2C) of EGF. Although acute TNF- had no signiﬁcant inﬂu-
ence on wound closure in BEGMEGF (Fig. 2B, TNF--T0),
chronic treatments enhanced both NuLi and CuFi repair. In-
deed, wound-closure rates were stimulated by 1.46-fold (NuLi,
TNF--T-24h, P  0.02) and 1.75-fold (CuFi, TNF--T-24h,
P  0.03) with 24-h TNF- pretreatments and 2.60-fold
(NuLi, TNF--T-48h, P  0.0003) and 2.46-fold (CuFi, TNF-
-T-48h, P  0.0001) with 48-h pretreatments (Fig. 2B, n  6).
In the absence of EGF (Fig. 2C), chronic exposure to TNF-
Fig. 1. Effect of tumor necrosis factor (TNF)- on wound healing of NuLi
(non-cystic ﬁbrosis, non-CF) and CuFi (CF) bronchial cell monolayers. The
wound-repair rate (m2/h) in NuLi and CuFi was followed over a 6-h period
in bronchial epithelial cell growth medium supplemented with epidermal
growth factor (BEGMEGF) (A, n  10) and an 18-h period in BEGMEGF-free
(B, n  22) in the absence (Ctl) or presence of TNF- [TNF-, 5 (B) and 40
(A and B) ng/ml]. *(Ctl vs. TNF-): P  0.01 (paired t-test). NS, nonsignif-
icant.
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also had a greater effect (1.89- and 2.52-fold stimulation with
24- and 48-h pretreatments, n  7, P  0.05) on the NuLi
wound-repair rate than acute treatment (1.39-fold stimulation,
P 0.003, Fig. 2C). Similar results were obtained for the CuFi
wound-healing rate that was enhanced by 2.56- and 2.74-fold
after 24- and 48-h TNF- pretreatments (n  6, P  0.03)
compared with control CuFi monolayers (Fig. 2C).
Regulation of bronchial cell proliferation and migration by
TNF- during repair. To further investigate the mechanisms
involved in TNF--enhanced repair, we evaluated the effect of
TNF- on cell growth and migration, the ﬁrst cellular pro-
cesses engaged during wound healing in our in vitro assay as
well as during epithelial regeneration in vivo (48, 49). Cell
proliferation during repair was assessed ﬁrst. A mean of 2.3 
0.3  106 cells was counted in NuLi and CuFi monolayers
before wounding. Monolayer wounding resulted in a 25% de-
crease in total number of cells (Fig. 3A). In the control condition,
cell growth during 24-h repair allowed the recovery of a number
of cells similar to that measured before wounding (98.4 3.9 and
98.2  4.8% in NuLi and CuFi in BEGMEGF-free, respectively,
n  10). Cell growth was, however, signiﬁcantly slower in the
Fig. 3. Regulation of cell proliferation and migration during repair. A: number
of NuLi and CuFi cells in conﬂuent monolayers, counted after cell separation
by trypsinization, was determined before (intact) and after injury as well as
after 24 h of repair in the absence (Ctl) or presence of TNF-. *(Ctl vs.
TNF-): P  0.008, n  10 (paired t-test). B: cell migration after wounding
was evaluated by tracking of single repairing NuLi and CuFi cells (30 cells at
the wound edge/experiment, n  5) in the absence (Ctl) or presence of TNF-
(TNF-, 40 ng/ml). *(Ctl vs. TNF-): P  0.05 (paired t-test).
Fig. 2. Stimulation of wound repair by chronic treatments with TNF- in NuLi
and CuFi bronchial monolayers. A: experimental protocols: the ﬁrst group of NuLi
and CuFi was treated with TNF- (40 ng/ml) at T0 after injury (protocol 1: no
pretreatment, TNF--T0); the second group was treated twice (protocol 2: at 24 h
before injury and T0, TNF--T-24h), and the third group was treated 3 times
(protocol 3: at 48 h and 24 h before wounding and T0, TNF--T-48h). TNF-
pretreatments were administered in BEGMEGF, and the wound-closure rate was
evaluated in BEGMEGF (6-h repair, B) or BEGMEGF-free (BEGMEGF replaced
by BEGMEGF-free at T0 after wounding, 18 h of repair, C) and compared with
control, untreated monolayers. Repair rate stimulation by TNF- was then re-
ported as a percentage of control monolayers in BEGMEGF (B, n  6) and
BEGMEGF-free (C, n  6). *(difference compared with NuLi Ctl): P  0.04;
§(difference compared with CuFi Ctl): P  0.03, 1-group t-test.
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presence of TNF- (88.5  3.0 and 85.7  4.9% of the initial
number of NuLi and CuFi after 24 h of repair, respectively,
P  0.008).
To focus on cell migration (and avoid any signiﬁcant cell
proliferation), smaller wounds were produced in time-lapse
experiments (Fig. 3B). Quantiﬁcation of the mean cell migra-
tion rate from single, randomly selected cells tracked on each
side of the wound edge revealed that TNF- exposure accel-
erated NuLi cell migration (111  13 m/h) compared with
nontreated cells (54  13 m/h, P  0.05). CuFi cell migra-
tion (36  7 m/h) was also stimulated by TNF- (62  10
m/h, P  0.01). Our data suggested that stimulation of the
wound-healing rate observed in the presence of TNF- might
derive from upregulation of bronchial cell migration, despite
reduced cell growth. Subsequent experiments were then de-
signed to clarify the mechanisms and signaling pathways
involved in TNF--induced repair stimulation.
Role of metalloproteinases in the regulation of bronchial
wound healing by TNF-. Indirect activation of different types
of metalloproteinases (MMPs and ADAMs) after TNF- stim-
ulation has been reported (2, 15, 65). These proteases are
involved in cell migration and repair, by degrading the ECM
and by releasing and activating growth factors (including EGF)
in epithelial cells (8, 14, 27, 39, 43, 64). We then decided to
evaluate the relationship between TNF- responses and met-
alloproteinase activity during repair, in NuLi and CuFi cells, in
the absence of exogenous EGF prestimulation. MMPs were
assessed by gelatinase zymography, which showed that 92-kDa
proform MMP-9 and mature 86-kDa MMP-9 were virtually
undetectable in conditioned medium collected from nontreated
NuLi and CuFi monolayers (Fig. 4A). Interestingly, TNF-
highly stimulated pro-MMP-9 and MMP-9 release in intact and
wounded NuLi and CuFi monolayers (Fig. 4A, n  6, P 
0.008). This effect was partially reversed by GM6001, a
broad-spectrum metalloproteinase inhibitor (Fig. 4A, P 
0.04). The role of metalloproteinase activity in TNF--induced
bronchial repair stimulation was then examined. We observed
that GM6001 severely reduced NuLi and CuFi wound-healing
rates in basal (Fig. 4B, GM, P  0.02) as well as in TNF--
stimulated (GMTNF-, P  0.002) conditions.
Involvement of secreted EGF in TNF--induced wound-
repair stimulation. Because metalloproteinases are involved in
growth factor release in many cell types (8, 43, 64), we decided
to study EGF shedding, a major component of NuLi and CuFi
repair (58), in basal and TNF- conditions. As illustrated in
Fig. 5A, EGF expression in the conditioned medium of NuLi
and CuFi was increased signiﬁcantly after exposure to TNF-
(3.1- and 2.5-fold increment in NuLi and CuFi, respectively,
n  5, P  0.005). We then decided to examine the role of
secreted EGF in TNF--induced repair stimulation. As illus-
trated in Fig. 5B, the addition of an EGF antibody (EGF-Ab, 5
g/ml), to titrate shed EGF signiﬁcantly reduced the basal
wound-healing rate in both NuLi (from 33.9  5.0  103 to
20.2  4.8  103 m2/h in the presence of EGF-Ab, n  10,
P  0.0005) and CuFi monolayers (from 18.7  4.0  103 to
7.6  2.0  103 m2/h with EGF-Ab, n  10, P  0.002).
Moreover, TNF- stimulation was completely abolished by
EGF-Ab in NuLi and CuFi cells (EGF-Ab vs. EGF-
AbTNF-, Fig. 5B). These data indicated that the stimulatory
effect of TNF- depends on EGF secreted by bronchial cells.
Coupling between the EGFR and TNF- pathways during
bronchial repair. To demonstrate that TNF- treatment may
result in secondary activation of EGFR after EGF shedding, we
examined the level of EGFR phosphorylation, in NuLi and
CuFi extracts, treated or not for 15 min with TNF- or EGF
(positive control). TNF- elicited 1.6- and 1.3-fold increases in
the pEGFR/EGFR ratio in NuLi and CuFi cells, respectively
(Fig. 6A, n  9, P  0.03), similarly to positive control EGF
stimulation (Fig. 6A). Note that this TNF- treatment did not
modify EGFR expression in NuLi and CuFi cells. The involve-
ment of EGFR activation in bronchial repair stimulation by
TNF- was then investigated. As reported in Fig. 6B, the
erbB1 and erbB2 EGFR inhibitors AG-1478 and AG-825 (AG)
signiﬁcantly inhibited the basal wound-healing rate in NuLi
(32.6  7.1  103 to 17.7  6.7  103 m2/h after EGFR
inhibition, n  7, P  0.002) and CuFi (20.8  5.2  103 to
8.8  1.5 m2/h, n  7, P  0.03). In addition, EGFR
inhibition completely blocked TNF--induced stimulation
(Fig. 6B). Taken together, the results reported in Figs. 5 and 6
indicate possible cross-talk between TNF- stimulation and the
EGF/EGFR pathway.
Relationship between TNF- stimulation and K channel
function during bronchial repair. Our previous work demon-
strated that alveolar and bronchial repair as well as cell migra-
tion and proliferation depended on K channel activity, cou-
pled to EGFR signaling (57, 58). We then decided to investi-
gate the relationship between TNF- stimulation and K
channel activities. First, the effect of TNF- on basolateral K
currents of NuLi and CuFi cell layers was evaluated in Isc
experiments in an Ussing chamber (Fig. 7A). Upon current
stabilization, cloﬁlium and glibenclamide were applied at the
basolateral membrane (Fig. 7A) to block KvLQT1 and KATP
channels, responsible for a major part of basolateral K per-
meability in basal conditions (58). Cloﬁlium- and glibencl-
amide-sensitive basolateral K currents (ICloﬁGlib) were com-
pared in the control condition and after acute (10 min) or
chronic (24 h) stimulation by TNF-. Acute exposure to
TNF- slightly increased ICloﬁGlib (0.8  0.2 A/cm2 incre-
ment, P  0.02, n  5, data not shown) through NuLi layers,
whereas it failed to signiﬁcantly stimulate CuFi ICloﬁGlib cur-
rents (0.2 0.3 A/cm2, NS, n 10, data not shown). Longer
exposure to TNF- (24-h pretreatment, Fig. 7A) resulted in
signiﬁcant stimulation of K currents, as seen in representative
Isc traces, through NuLi (Fig. 7A, top) and CuFi (Fig. 7A,
bottom) in control (Fig. 7A, left) and TNF- (Fig. 7A, right)
conditions. We recorded mean 1.7  0.4 A/cm2 (P  0.01)
and 3.1  0.6 A/cm2 (P  0.0006) increases in ICloﬁGlib
through NuLi and CuFi, respectively, after TNF- application.
Finally, the role of K channel activity in TNF--stimulated
wound healing was explored. The combination of cloﬁlium (5
M), glibenclamide (100 M), and TRAM-34 (5 M), respec-
tively inhibitors of KvLQT1, KATP, and KCa3.1 (which also
participate in repair processes, Ref. 58), severely reduced NuLi
(8.1  1.6  103 m2/h, n  8, P  0.004) and CuFi (7.7 
1.3  103 m2/h, n  8, P  0.0002) basal wound healing
(Fig. 7B). K channel inhibition also abolished the wound-
repair stimulation evoked by TNF- in both NuLi and CuFi
monolayers (Fig. 7B). Altogether, these data indicated that K
channel upregulation by TNF- is involved in TNF--induced
stimulation of bronchial repair.
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Physiological impact of TNF- on human primary non-CF
and CF airway epithelial cells. After the identiﬁcation of
TNF--stimulated wound repair in bronchial cell lines, we
assessed the physiological impact of this cytokine in primary
epithelial cells, isolated from human non-CF and CF airway
tissues. We ﬁrst conﬁrmed that wound repair was slower in CF
than in non-CF monolayers (Fig. 8). Furthermore, TNF-
markedly stimulated both non-CF (from 37.7  8.1  103
m2/h in the absence to 81.0  1.8  103 m2/h in the
presence of TNF-, n  5, P  0.04) and CF airway mono-
layers (22.0  2.1  103 and 41.8  4.7  103 m2/h before
and after TNF- stimulation, n  5, P  0.02).
DISCUSSION
Proinﬂammatory cytokines exert opposing actions on sev-
eral cellular responses, including initiation and propagation of
inﬂammation, as well as the regulation of proliferation and
migration processes. We thus postulated that TNF-, a major
cytokine in CF airways, could modulate the repair mechanisms
of bronchial epithelia after injury. Our results demonstrated,
for the ﬁrst time, that acute and chronic exposure to TNF-
stimulated wound-healing rates in NuLi and CuFi cell lines as
well as in primary human non-CF and CF airway cell mono-
layers. Although cell growth during repair was reduced by
TNF-, upregulation of bronchial cell migration was observed
and was probably responsible for acceleration of the wound-
closure rate. Our data indicated that cross-talk between the
TNF- and EGFR transduction pathways may be involved in
this stimulation. In addition to the EGF response, K channel
function seems important for TNF--stimulated bronchial re-
pair. Besides its well-known action on propagation of the
inﬂammatory response, leading to progressive damage of the
Fig. 4. Role of matrix metalloproteinase
(MMP) in TNF--induced bronchial wound
repair. A: intact or wounded NuLi and CuFi
cell monolayers were treated for 24 h in
BEGMEGF-BPE-free, in the presence or ab-
sence of TNF- (40 ng/ml) and/or GM6001
(GM, 25 M), before conditioned medium
collection. Pro-MMP-9 and MMP-9 in these
conditioned media were then assessed by gel-
atin substrate zymography (n  6). A repre-
sentative gelatin zymograph is presented (note
that the gel image has been inverted for illus-
tration purposes, i.e., dark background with
light bands turned into light background with
dark bands). B: NuLi and CuFi cell monolayers
were injured mechanically, and the wound-heal-
ing rate (m2/h) was measured after 18 h
(BEGMEGF-free) in control monolayers (Ctl)
and in monolayers treated with TNF- (40
ng/ml, TNF-) and/or GM6001 (GM, 25
M). *P  0.02 (paired t-test), n  12.
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respiratory epithelium, TNF- thus controls the repair pro-
cesses of CF airway epithelia.
Regulation of repair mechanisms by the proinﬂammatory
cytokine TNF-. Our wound-healing assays ﬁrst conﬁrmed, as
we reported previously (58), that the repair rate in CuFi was
slower than in NuLi. The repair mechanisms in NuLi and CuFi
monolayers were compared more extensively in our previous
paper (58), which documented a lower CuFi migration rate
associated with reduced expression and function of K chan-
nels as well as weaker EGF responses during repair. Consis-
tently, a greater increase in the wound-healing rate was ob-
served after EGF stimulation in NuLi than in CuFi cells. The
basic CFTR defect could also be involved in delayed CF repair,
as indicated in recent studies by Schiller et al. (50) and our
laboratory (56). Moreover, wound-healing assays in human
primary CF airway epithelial cells have conﬁrmed a delay in
repair in CF compared with non-CF monolayers (Fig. 8).
Our experiments also show that acute TNF- accelerated
both NuLi and CuFi bronchial wound healing (Fig. 1). Because
chronic inﬂammation favors epithelial injury, we postulated
that chronic exposure to TNF- might decrease epithelial
repair capacity. However, we did not detect signiﬁcant TNF-
cytotoxicity on conﬂuent bronchial monolayers during repair.
Moreover, TNF- pretreatment had a greater stimulatory effect
on wound healing than acute exposure to TNF- (Fig. 2). Our
data also disclosed (Fig. 3B) that cell migration, the ﬁrst
process engaged after injury, was accelerated by TNF-. We
noted, however, that TNF- stimulation of the migration rate
was lower in CuFi than in NuLi (compare the slopes in Fig.
Fig. 5. Role of secreted EGF in TNF--induced bronchial wound-repair
stimulation. A: NuLi and CuFi cell monolayers were treated or not for 24 h
with TNF- (40 ng/ml, in BEBM) before conditioned medium collection.
Pro-EGF and EGF expression, in these conditioned media, was then analyzed
by Western blotting, with anti-EGF antibody (Ab). A representative immuno-
blot is reported with the mean EGF/pro-EGF ratio (in % of Ctl, n  5, P 
0.005). B: NuLi and CuFi cell monolayers were injured mechanically, and the
wound-healing rate (m2/h) was measured after 18 h (in BEGMEGF-free) in
control monolayers (Ctl) and in monolayers treated with TNF- (40 ng/ml,
TNF-) and/or EGF-Ab (titrating shed EGF, EGF-Ab, 5 g/ml) *P  0.04
(paired t-test), n  10.
Fig. 6. Involvement of EGF receptor (EGFR) activation in TNF--induced
stimulation of bronchial wound repair. A: EGFR expression and EGFR
tyrosine kinase phosphorylation were measured by immunoblotting, with
EGFR and anti-phospho-EGFR845 antibodies, in extracts from NuLi and CuFi
monolayers cultured for 18 h with BEGMEGF-BPE-free before protein extraction
and exposed or not for 15 min to TNF- (40 ng/ml) or EGF (25 ng/ml, positive
control). Representative immunoblots as well as the mean pEGFR/EGFR ratio
(presented as % of control nontreated cells) are reported for TNF- and EGF
conditions. NuLi *P  0.007, CuFi *P  0.03 (paired t-test), n  8. B: NuLi
and CuFi monolayers were injured mechanically, and the rate of wound
healing (in m2/h) was measured after 18 h (BEGMEGF-free) in control (Ctl)
and TNF- (40 ng/ml, TNF-) and/or erbB1 and erbB2 inhibitor (AG-1478, 10
M)  (AG-825, 10 M) (AG)-treated monolayers. *P  0.002 (paired
t-test), n  7.
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3B). Consistently, wound healing remained lower in CuFi than
in NuLi after TNF- stimulation (Fig. 1). We also saw that cell
growth in repairing monolayers was reduced by TNF- (Fig.
3A). Thus the observed TNF- stimulation of wound closure is
most probably consecutive to enhanced cell migration.
Although 5 to 100 ng/ml TNF- concentrations are com-
monly used in cell proliferation and migration as well as in
epithelial repair assays (2, 10, 15, 55, 59), the 40 ng/ml TNF-
dose tested in our study is fairly high. We noted, however, that
5 ng/ml TNF- was sufﬁcient to stimulate bronchial wound
healing. This concentration is similar to the TNF- levels
detected in the bronchoalveolar lavage (BAL) of patients with
acute respiratory distress syndrome (46, 54) or pneumonia
(19), in BAL or sputum from patients with CF (9, 37), as well
as in BAL from mice infected with Streptococcus pneumoniae
(5). In fact, from cytokine measurements in BAL, it is difﬁcult
to extrapolate to which TNF- dose epithelial cells are exposed
locally. In infected mice, for example, a maximum of 5 ng/ml
TNF- was found in BAL, whereas levels up to 34 ng/ml were
detected in lung tissues (5). Our ﬁndings thus indicate that
TNF-, at concentrations close to those encountered in several
lung pathologies, could regulate the repair processes of airway
epithelia.
The literature reports some paradoxical data on TNF- as a
regulator of proliferative and migratory responses. Our results,
which highlight that TNF- decreases NuLi and CuFi cell
growth, are consistent with inhibition of alveolar cell prolifer-
ation (6), whereas proliferative effects of TNF- have been
noted in other cell types (2, 15, 59). In addition, several studies
have also demonstrated that TNF- upregulates the migration
of epithelial cells, including mammary and alveolar cells (15,
41), in agreement with our time-lapse experiments. Although
stimulation of cell migration by TNF- may promote airway
epithelial regeneration, other mechanisms, including cell pro-
liferation and differentiation, are necessary for effective repair.
Further investigation into the effect of TNF- on these repair
processes in vivo will be necessary to deﬁne the overall impact
of TNF- on CF airway regeneration after injury.
Role of metalloproteinase and EGF release in TNF--
induced wound-healing stimulation. Several experiments were
conducted to elaborate the mechanisms underlying TNF--
mediated stimulation of bronchial wound-healing and cell-
migration rates. Our results support a role of MMPs in wound-
healing stimulation after TNF- exposure. Indeed, gelatin
zymography revealed pro- and active-MMP-9 release after
TNF- exposure in NuLi and CuFi cells (Fig. 4A), in agree-
ment with other studies in skin and mammary epithelial cells
(15, 65). TNF- signaling has been shown to mediate second-
ary activation of other members of the metalloproteinase fam-
ily, including ADAM-17 in hepatocytes (2) and the metalloela-Fig. 7. Coupling between K channel activity and TNF- stimulation during
bronchial wound healing. A: NuLi and CuFi cells were cultured on permeant
ﬁlters at the air-liquid interface and treated or not for an additional 24 h on the
basolateral side with TNF- (40 ng/ml), before short-circuit current (Isc). Upon
current stabilization, cloﬁlium and glibenclamide were applied, to evaluate
KvLQT1 and KATP currents (ICloﬁGlib). Representative Isc traces are reported
for each condition (NuLi Ctl, NuLi TNF-, CuFi Ctl, and CuFi TNF-).
B: NuLi and CuFi cell monolayers were injured mechanically, and the rate of
wound healing (in m2/h) was measured after 18 h (in BEGMEGF-free) in
control monolayers (Ctl) and in monolayers treated with TNF- (40 ng/ml,
TNF-) and/or cloﬁlium (5 M), glibenclamide (100 M), and TRAM-34 (5
M), applied in combination (Kinh). *P  0.04 (paired t-test), n  8.
Fig. 8. Wound-repair stimulation by TNF- in human primary non-CF and CF
airway epithelial cells. Airway cells, isolated from non-CF (n  5) and CF
patients (n  5), in primary culture, were injured mechanically, and the rate of
wound healing (in m2/h) was measured after 6 h in control monolayers (Ctl)
and in monolayers treated with TNF- (40 ng/ml, TNF-). *P  0.04, (paired
t-test).
L952 REGULATION OF BRONCHIAL EPITHELIAL REPAIR BY TNF-
AJP-Lung Cell Mol Physiol • VOL 301 • DECEMBER 2011 • www.ajplung.org

stase MMP-12 in human bronchial cells (38). However, our
casein zymography experiments did not disclose any MMP-12
activity in NuLi and CuFi (data not shown).
Our results also indicated that metalloproteinases are crucial
for stimulation of the wound-healing rate after TNF- treat-
ment. Indeed, GM6001 severely inhibited basal repair and
almost completely prevented TNF--induced repair (Fig. 4B).
The involvement of MMPs, and particularly MMP-9, in airway
wound repair and cell migration has already been reported in
other studies (11, 39). In contrast, it has been shown that
MMP-2 and MMP-9 in conditioned medium from tracheal
cartilage inhibit the adherence and proliferation of tracheal
epithelial cells, an effect prevented by GM6001 (53).
In addition to their role in ECM degradation and migration
processes, MMPs and ADAMs are also involved in the release
and maturation of cell surface pro-EGFR ligands into their
active forms in many cell types (2, 8, 29, 33, 43, 64). Our data
demonstrated for the ﬁrst time that TNF- treatment induced a
subsequent decrease of the inactive pro-EGF form and evoked
active EGF shedding by NuLi and CuFi cells (Fig. 5). In
addition, the titration of released EGF, with an EGF-Ab,
signiﬁcantly reduced the basal wound-healing rate (Fig. 5B)
and completely reversed TNF--induced stimulation, proving
the role of EGF shedding in the regulation of bronchial repair
by TNF-. Beside growth factors, TNF- could also induce
secondary release of other cytokines, such as IL-1, which has
been shown to stimulate wound repair (25). We did not,
however, observe any inhibitory effect of an IL-1 antibody, to
titrate potentially secreted IL-1, on basal as well as TNF--
stimulated bronchial repair (data not shown).
Cross-talk between the TNF- and EGFR pathways. Our
data indicate EGFR transactivation after TNF- exposure.
Indeed, wound closure induced by TNF- was prevented by
both titrating-released EGF with an EGF antibody (Fig. 5B)
and by inhibiting erbB1 and erbB2 EGFR tyrosine kinase
activity (Fig. 6B). In addition, our Western blotting experi-
ments revealed an increased pEGFR/EGFR ratio after 15-min
TNF- stimulation, indicating secondary EGFR activation by
TNF- (Fig. 6A). Such EGFR transactivation is a common
phenomenon observed in the presence of inﬂammatory prod-
ucts, the virulence factor lipopolysaccharide, or oxidative
stress in the airways (12, 36) and other epithelial cells (15, 62).
However, our study demonstrated, for the ﬁrst time, cross-talk
between the TNF- and EGFR pathways during wound repair
in CF airway monolayers.
Role of K channels in TNF--induced wound-healing
stimulation. Ion channels, and in particularly K channels,
control the mitogenic and motogenic properties of several cell
types, via changes in cell volume, membrane potential, and
[Ca2]i, or by directly interacting with proteins of the migra-
tory machinery, such as integrins (1, 51). In the lungs, among
over 30 different K channels (4), KvLQT1 and KATP, which
are responsible for a major part of basolateral K permeability,
are essential in respiratory epithelial repair processes (57, 58).
In addition, KCa3.1 channels could be stimulated after injury
and may play a complementary role, with KvLQT1 and KATP
channels, in basal bronchial repair (58). We discovered that
simultaneous application of cloﬁlium, glibenclamide, and
TRAM-34, inhibitors of KvLQT1, KATP, and KCa3.1, respec-
tively, completely prevented TNF--induced stimulation (Fig.
7B). TRAM-34 is a speciﬁc KCa3.1 inhibitor, but cloﬁlium and
glibenclamide could exert nonspeciﬁc effects. Indeed, CFTR
and KATP are both inhibited by glibenclamide. Furthermore,
the CFTR channel could be engaged in bronchial repair, as
indicated by recent data from Scott O’Grady’s group (50) and
our laboratory (56). However, our previous study (58) showed
that glibenclamide, inhibiting basolateral K current, signiﬁ-
cantly reduced wound repair, not only in NuLi but also in CuFi
cells (lacking CFTR), clearly demonstrating KATP channel
involvement in basal wound repair. Cloﬁlium has been used
frequently in airway epithelia to study KvLQT1 channels (18,
20, 42, 44); however, this drug is also a blocker of Twik-
related acid-sensitive K (TASK) channels (31). Because
higher cloﬁlium concentrations (100 M) are necessary to
inhibit TASK channels (31, 47), we are quite conﬁdent that the
suppressive effect of 5 M cloﬁlium on wound repair (Fig. 7)
is mainly due to its inﬂuence on KvLQT1. Moreover, we
veriﬁed that chromanol 293B, which inhibits KvLQT1 (7, 26,
34, 45) but not TASK channels (24, 31), also reduced basolat-
eral K currents and wound repair (data not shown).
Interestingly, we found that 24-h treatment with TNF-
stimulated basolateral KvLQT1 and KATP K currents (Fig.
7A), which could be explained by increased K channel
expression or trafﬁcking to the membrane. In fact, conﬂicting
results have been published describing the impact of TNF- on
K channel activity and expression. For example, chronic
TNF- treatment evoked Kv1.3 but downregulated Kir2.1
expression in the brain (60). We determined previously that K
currents (57, 58) and expression (57) were upregulated by
EGF, and the present study demonstrated that TNF- evoked
secondary EGF shedding (Fig. 5A). Thus it could be postulated
that TNF--induced regulation of K channels could be indi-
rectly mediated by EGFR signaling. This hypothesis, however,
needs to be veriﬁed.
Fig. 9. Schematic model of TNF- action on bronchial epithelial repair. In this
model, we propose that the inﬂammatory cytokine TNF- induces secondary
MMP-9 and EGF release, followed by EGFR activation, thus stimulating NuLi
and CuFi cell migration and wound healing. Note that MMP could also be
directly involved in repair regulation through extracellular matrix degradation.
Our results also indicate a relationship between TNF- stimulation and K
channel function. In contrast, cell proliferation is reduced in the presence of
TNF-, suggesting a complex role of this proinﬂammatory cytokine in epi-
thelial injury and repair processes.
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Overall, our results revealed that TNF- stimulated NuLi
and CuFi bronchial wound repair as well as human primary
non-CF and CF cell monolayers. Our ﬁndings also showed that
TNF- induced secondary release of MMP-9 and EGF, fol-
lowed by EGFR activation as well as an increase of K
currents, as reported in our integrated model (Fig. 9). More-
over, TNF--stimulated wound closure was prevented by met-
alloproteinase inhibition, EGF titration, EGFR tyrosine kinase
suppression, and K channel blockade. Our data also disclose
that TNF- elicited an opposite effect on cell migration (up-
regulation) and cell growth (downregulation).
Our study thus demonstrates that the role of TNF- is far
more complex than previously assumed. Intervention in CF
airway inﬂammation may thus result in a beneﬁcial action by
controlling the inﬂammatory response but, on the other hand,
could have some deleterious side-effects on innate immunity or
some repair mechanisms. Several anti-inﬂammatory therapies
have been tested in patients with CF. Among them, it has been
postulated that anti-TNF- therapies, developed for the man-
agement of rheumatoid arthritis, may be helpful in patients
with CF (13, 16). In fact, whereas some studies on anti-
inﬂammatory therapies have yielded encouraging results, oth-
ers have failed to show an improvement in lung function or
caused unacceptable adverse events (3, 16, 23). In fact, in light
of our results, we think that further investigation is necessary to
elaborate the overall effect of TNF- and anti-TNF- therapies
on lung injury and repair.
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